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Abstract of DE1 993221 6 

Particles comprise cell walls formed by the crosslinking of one or more mono- or oligosaccharides, using 
emulsion interfacial crosslinking, preferably at ambient temperature, of at least one primary alcohol group 
on the saccharide with a polyfunctional acylating agent, preferably a diacid halide (more preferably diacid 
chloride). Particles comprise cell walls formed by the crosslinking of one or more mono- or 
oligosaccharides, using emulsion interfacial crosslinking, preferably at ambient temperature, of at least 
one primary alcohol group on the saccharide with a polyfunctional acylating agent, preferably a diacid 
halide (more preferably diacid chloride). An Independent claim is also included for the preparation of the 
particles. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Teilchen, insbesbndere Mikroteilchen oder Nanoteilchen, aus vernetzten Mdnosacchariden und 
Oligosacchariden, Verfahren zu deren Herstellung und kosmetische, pharmazeutische oder 
Nahrungsmittelzusammensetzungen, in denen sie vorhanden sind 

@ Beschrieben werden Teilchen, die mindeistens auf der 
Oberflache eine Wand umfassen, die aus etnem oder 
mehreren Monosacchariden oder Oligosacchariden ge- 
bildet fst # die durch Grenzflachenvernetzung in Emulsion, 
vorzugsweise bei Raumtemperatur, zwischeh dem (den) 
Monosaccharid(en) oder Oligosaccharid(en) mil minde- 
stens einer primaren Alkoholgruppe und einem polyfunk- 
tionellen acylierenden Vernetzungsmittei, vorzugsweise 
einem Disaurehalogenid und insbesondere einem Disau- 
rechlorid unter Bildung von Esterbindungen zwischen der 
(den) acylierbaren Hydroxylgruppe(n) des (der) primaren 
Alkohols (Alkohole) des Monosaccharids oder Oligosac- 
charids und den Acylgruppen des polyfunktionellen Acy- 
lierungsmittels vernetzt sind. Diese Teilchen konnen zur 
Herstellung von kosmetischen, pharmazeutischen oder 
Nahrungsmittelzusammensetzungen verwendet werden. 
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Beschreibung 

• ' ■ : / ...#>■••*.•■ • 

Die vorliegeride Erfindung betrifft insbesondere Teilchen, speziell Mikroteilchen oder Nanoteilchen aus vernetzten 
Monosaccharide und Oligosacchariden, Verf ahren zu deren Herstellung und kosmetische, pharmazeutische Oder Nah- 
5 . rangsmittelzusammensetzungen, in denen sie vorhanden sind. Diese Teilchen besitzen vorzugsweise kleine Abmessun- 
gen. Daruber hinaus werden diese Teilchen vorzugsweise zu Einarbeitung oder Einkapselung verschiedener hydrophiler 
oder lipophiler Substanzen und insbesondere von Substanzen; die in pharmazeutischen, kosrnetischen und Nahrungsmit- 
telbereichen verwendet werden konnen, verwendet. 

Im Rahinen der vorliegenden Beschreibung und der Anspruche bezeichnet der Ausdruck "Teilchen kleiner Abmessun- 
10 gen" sowohl Mikroteilchen als auch Nanoteilchen. Die Ausdrucke "Mikroteilchen" oder "Nanoteilchen" bezeichnen so- 
wohl Mikrokugeln oder Nanokugeln als auch Mikrokapseln oder Nanokapseln. , 

Des weiteren bezeichnen die Ausdrucke "Mikrokugeln" oder "Nanokugeln" Teilchen, die im wesentlichen.eine gleich- 
maBige Struktur uber ihre gesamte Masse hinweg aufweisen, wahrend die Ausdrucke "Mikrokapseln" oder "Nanokap- 
seln" Teilchen bezeichnen, die eine vemetzte Wand aufweisen, die einen inneren Kern oder Raurn iimgibt, der mit einem 
L5 festen, gelierten, fliissigen oder gasformigen Medium gefullt ist 

Die Einkapselung von Wirkstoffen in Teilchen offeriert wertvolle Vorteile, beispielsweise den Schutz der eingekapsel- 
ten Substanz oder ihre langsame Freisetzung an der Stelle der Verwendung wahrend eines langeren Zeitraums. 

Wenn die Teilchen zur Verwendung im kosrnetischen, pharmazeutischen oder Nahrungsmittelbereich vorgesehen 
sind, miissen sie aus biokompatiblen Materialien, wie Proteinen und Polysacchariden, bestehen. 
20 Die Herstellung von Mikrokapseln aus Polysacchariden, d h. hochmolekularen Kohlenhydraten, wurde in der Litera- 
tur des Standes der Technik ausfuhrlich beschrieben (vgl. beispielsweise P. B. Deasy: Microencapsulation and related 
processes, Drugs and the Pharmaceutical Sciences, Band 20, 1984, Marcel Dekker). 

Insbesondere konnen diese Verbindurigen selbst in Mikroeinkapselungs verf ahren auf der Basis einer einfachen Coa- : 
cervation oder in Verbindung mit polykationischen Polymeren in Verfahren auf der Basis der Herstellung von Polyelek- 
25 trolytkomplexen verwendet werden. 

Mikrokapseln wurden f cmcr durch Grcnzflachcnvcrnctzung von Polysacchariden mit Hilf c von polyfunktioncllcn Iso- 
cyanaten hergestellt (vgl. beispielsweise die Beschreibung in der FR-A-2 275 250, die Mikrokapseln betrifft, die aus Hy- 
droxypropylcellulose hergestellt wurden, oder die Beschreibung in der US-A-4 138 362, die naturliche Gummis oder 
Chitosan betrifft). 

30 Daruber hinaus sind Mikrokapseln mit einer aus covernetzten Glykosaminoglykanen und Collagen gebildeten Wand 
in der FR-A-2 642 329 beschrieben, die die Anwendung einer Grenzflachenvemetzung unter Verwendung von Disaure- 
chloriden bei Gemischen von Glykosaminoglykanen und Collagen betrifft. 

Rine Grenzflachenvemetzung unter \ferwendung von Disaurechloriden in Hmulsionssystemen wurde femer zur Her- 
stellung von Teilchen aus Polysacchariden eingesetzt (vgl. EP-A-0 630 287), wobei die verwendeten Reaktions-pH- 

35 Werte 10 nicht uberstiegen. 

In diesen verschiedenen Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln waren die verwendeten Kohlenhydrate Polysac- 
charide, d. h. Molekule mil hohen Molekulargewichten uber 5000 Dalton, die aus eiber Vereinigung einer groBen Zahl . 
von Osideinheiteri bestehen. In der Tat ist es allgemein bekannt, dafi Makromolekule, wie Proteine und Polysaccharide, 
an den Grenzflachen spezielle Adsorptionseigenschafteri aufweisen (vgl. beispielsweise S. 317 bis 335 des Werks: 

40 "Functional ^properties of food macromolcculcs", Hcrausgcbcr J. R. Mitchell und D. A. Lcdward, Elsevier, London, 
1 986). Diese Adsorptionsphanomene an Grenzflachen, die zur Bildung eines Grenzflachenfilms fuhren, sind eiri beson- 
ders giinstiger Faktor bei der Herstellung von Teilchen durch GrenzMchenvemetzung von Biopolymeren, wie Polysac^ 

chariden. - • 

Beziiglich der Kohlenhydrate mit Molekulargewichten unter 5000 Dalton enthalt die Literatur des Standes der Technik 

45 Verfahren zur Herstellung von Polymerperlen aus Cyclodextrinen, bei denen es sich urn cyclische Oligosaccharide mit 
einem hydrophoben Hohlraum mit der Fahigkeit zum EinschluB verschiedener Molekule vertraglicher Geometrie han- 
delt. Das am meisteh verwendete Vemetzungsmittel ist Hpichlorhydrin (vgl. beispielsweise den Artikel von N. Wieden- 
hofet al., Die Starke, 1969, 21, 119-123). 

Bezuglich der Verwendung von Sauredichloriden beschreibt die US-A-3 472 835 die Herstellung von Cyclodextrin- 

50 harzen durch Vernetzung in einem homogenen Medium (DME oder DMSO). Die Herstellungsbedingungen sind jedoch 
drastisch, d. h. die Reaklion erfolgt bei 100°C wahrend einer langeren Zdlspanne (6 h). Daruber hinaus dhTundieren die 
einzuschlieBenden Substanzen nicht einfach in diese dichten Perlen hinein. Es wurden Vorschlage zur Verbesserung der 
Porositat der Polymere unterbreitet, entweder durch Erzeugen einer Freisetzung von CO2 in situ (vgl. US-A-4 958 015) 
oder durch Durchfuhrcn der Vernetzung auf der Obcrflachc cincs poroscli Mincraloxids (vgl. US-A-4 902 788). Die US- 

55 A-4 902 788 erklart (S. 3; Sp. 3, Z; 54-55), daB der hauptsachliche Nachteil aromatischer Sauredichloride darin besteht, 
daB sie relativ geringe Harzausbeuten liefern. 

Der Stand der Technik beschreibt somit weder die Herstellung von Teilchen durch Grenzflachenvemetzung von Mot 
nosacchariden oder Oligosacchariden, wie Cyclodextrinen, unter Verwendung von Sauredichloriden in Emulsionssyste- 
men, noch legt er eine derartige Herstellung nahe. 

60 Hauptaufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, biokompatible und bioabbaubare stabile Teilchen bereitzustellen, die 
optional verschiedene hydrophile oder lipophile Substanzen einschlieBen und die auf dem pharmazeutischen, kosrneti- 
schen und Nahrungsmittelgebiet verwendet werden konnen. 

Hne weitere Hauptaufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, biokompatible und bioabbaubare Teilchen im Rahmen 
eines besonders einfachen Herstellungsverfahrens zur Herstellung von Teilchen konstanter Qualitat, yorzugsweise aus 

65 Substanzen einer genau festgeiegten chemischen Zusammensetzung bereitzustellen, die ferner in vorteilhafter Weise ins- 
besondere in einer waBrigen Phase bei Raumtemperatur gelost werden konnen. 

Eine weitere Hauptaufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, neue biokompatible und bioabbaubare Teilchen kleiner 
Anmcssungcn aus Monosaccharidcn und Oligosacchariden bereitzustellen. 
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Eine weitere Aufgabe der vprliegenden Erfindung ist es, eine Losung fur die HersteUung stabiler Teilchen kleiner Ab- 
niessungen au§ Monosacchariden und Oligosaccharides anzugeben, wobei gleichzeitig gegebenenfalls eine Einkapse- 
. lung einer oder mehrerer aktiver Substanzen in Form einer Losung, Suspension oder Emulsion moglich ist: 

Weitere Aufgabe der yoriiegenden Erfindung ist es, eine Losung zur Herstellung neuer biokompatibTer und bioabbau- 
barer unloslicher Teilchen kleiner Abmessungen aus Cyclodextrinen, insbesondere p-Cyclodextrinen anzugeben, die 5 
leicht aus einem fliissigen Medium isoliert werden konnen und die die spezifische EinschluBkapazitat dieser Cyclodex- 
trine beibehalten haben. 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, eine Losung zur Herstellung neuer biokompaubler und bioabbau- 
barer pordser unloslicher Teilchen kleiner Abmessungen aus Cyclodexirinen, insbesondere P-Cyclodexlrinen, anzuge- 
ben, die in einfacher Weise mit verschiedenen aktiven Molekulen beladen Werden konnen und anschliefiend in groBere 10 
Teilchen eingebaut werden konnen, die auch biokompatibel und bioabbaubare sind, so daB eine langsamere und Lang- 
zeitfreisetzung des aktiven Mdlekuls durch Diffusion durch das Material des grofiereri Teilchens hindurch gewahrleistet 
ist.. 

Weitere Aufgabe der vorliegenden.Erfindung ist es, eine Losung zur^Herstellung eines Produkts aus Dihydroxyaceton 
(DHA) anzugeben, das bei Einbau in eine Zusammensetzung deren Stabilitat, insbesondere deren Farbstabilitat, nicht ber 1 5 
eintrachtigt und das bei Applikation auf Haut DHA freisetzt, wobei das Dihydroxyaceton sich mit den Aminosauren in 
. der Haut unteir Bildung einer Pigmenderung vereinigen kann. v 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, einen beliebigen Abbau einer DHA enthaltenden Zusammenset- 
zung, insbesondere eine beliebige Modi fizierung ihrer Farbe uber die Zeit hinweg zu verhinderni 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es eine Losung zur Herstellung stabiler Teilchen kleiner Abmessun- 20 
gen aus Oligosacchariden oder Monosacchariden oder Polyolen oder Aminozuckem, die davoh abgeleitet sind anzuge- 
ben, die die Ausgangsverbindung durch enzymatische Hydrolyse freisetzen konnen, wodurch ein spezieller iyp an Vor- 
laufer niit der Fahigkeit zur langsamen Freisetzung einer Verbindung mit einer wertvollen biologischeh Aktivitat bereiL- 
gestellt wird. ' 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, eine Losung zur Ilerstelluhg^stabiler Tfeilchen kleiner Abmessun- 25 . 
gen aus Hctcrosidcn, deren Osidcinhcit cin oder mchrcrc OsidmolckuTc cnthalt, anzugeben, die das Hctcrosid durch en- 
zymatische Hydrolyse freisetzen konnen, so daB ein spezieller Typ von Vorlaufer oder Prodrug bereitgestellt wird. 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die oben genannten neuen technischen Probleme mit Hilfe einfa- 
cher Herstellungsverfahren, die in industriellem MaBstab, insbesondere in der kosmetischen, pharmazeiitischen oder 
Nahrungsmittelindustrie, verwendet werden konnen, zu losen. Diese Losung sollte es vorzugs weise ermoglichen, Tbil- 30 
; , chen kleiner Abmessungen herzustellen, deren GroBe nach Belieben, insbesondere vom Nanometerbereich bis zu einem 
Bereich grofier als Millimeter und insbesondere innerhalb eines Bereichs von etwa 10 nm bis etwa 2 mm eingestellt wer- 
den kann. 

^Eine weitere Hauptaufgabe der vorliegenden Erfindung besteht dafin, die oben genannten neuen technischen Probleme 
mit Ausgangsverbindungen zu losen, die vollstandig harmlos und billig sind, wodurch eine breite Verwendung in der 35 
pharmazeudschen, kosmetischen urid Nahrungsmittelindustrie gewahrleistet ist 

GemaB der vorUegenden Erfindung. wurdevbllig unerwartetfestgesteUti daB esinoghch ist, stabUe Tfeilchen, insbeson- 
dere Mikroteilchen oder Nanoteilchen aus Monosacchariden oder Oligosacchariden herzustellen, indem eine Grenzfta- 
. . chenvernetzungsreaktion zwischen einem Monosaccharid oder einem Oligosaccharid und einem polyfunktionellen acy- . 
licrenden Vcrnctzungsmittcl, insbesondere einem Disaurchalogchid und vorzugs weise einem Disaurechlorid an der 40 
Grenzflache der Phasen einer Emulsion, insbesondere vom "Wasser-in-Or-TVp, vorzugsweise bei Raumtemperatur, ein- 
geleitet wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausmhrungsform konnen diese Teilchen durch anfangliches Emulgieren einer waBri- 
gen Alkaliphase, die das Monosaccharid oder Oligosaccharid in einer hydrophoben Phase enthalt, vorzugsweise bei 
Raumtemperatur, und anschlieBendes Zugeben der Losung des Vernetzungsmittels zu der Emulsion hergestellt werden. 45 
Es wurde ferner festgestellt, daB aus vemetzten Molekulen des Kohlenhydrats bestehende Membranen an der Grenzfla- 
che der waBrigen Tropfchen infolge der Erzeugung von Esterbindungen zwischen derh Vernetzungsmittel und deh Hy- 
droxylgruppen des Monpsaccharids oder Oligosaccharids gebildet werden. 

Die vorliegende Erfindung errndglicht ferner die Herstellung von Tfeilchen groBen Werts durch Grenzfiachenvernet- 
zung von Monosacchariden und Oligosacchariden unter Verwendung von difunktionellen Acylierungsmitteln in Emul- so 
sionssystemen, vorzugsweise bei Raumlemperdtur. In der Tat sind.Monosaccharide und Oligosaccharide Substanzen ge- 
nau definierter chemischer Zusammensetzung und somit konstanter Qualitat, die anders als hochmolekulare Polysaccha- 
. ride kein Risiko einer Sch wankung der Zusammensetzung zwischen I Ierstellem oder zwischen Produktchargen eroff nen. 
Des wcitcrcn sind Monosaccharide, wic Glucose, und Oligosaccharide, wic Lactose oder Saccharose, anders als Poly- 
saccharide, die haufig nicht fcereitwillig in in diesen Verfahren einsetzbaren waBrigen Phasen loslich sind und haufig ein 55 
Erwarmen der waBrigen Phase, um ein Auflosen zu erreichen, erfordern, in Wasser bei Raumtemperatur gut loslich. Dar- 
iiber hinaus ist anzumerken, daB zahlreiche dieser Verbindungen, wie Saccharose oder Lactose, in breitem Rahmen in der ■ 
Nahrungsmittelindustrie verwendet werden und zu relativ niedrigen Kosten erhaltlich sind. Ferner sind diese Verbindun- 
gen vollstandig harmlos. 

Es scheint folglich, daB sie im allgemeinen fahig sind, biokompatibie und bioabbaubare Tfeilchen zu liefern, die ver- 60 
schiedene hydrophile oder lipophile Substanzen einschlieBen, die in der phaima7.eutischen, kosmetischen oder Nah- 
rungsrnittelindustrie verwendet konnen! 

Des weiteren kann die Grenzflachenvernetzung einiger dieser Verbindungen es ermoglichen, daB die folgenden spe- 
ziellen Aufgaben geldst werden: : ' 

• ' ' • 65 

- Die Stabilisierung einer abbaubaren Substanz wie im Falle von Dihydroxyaceton (DHA), wodurch farbige Ab- 
bauprodukte iiber die Zeit hinweg geliefert werden, 

- und/odcr die Herstellung eines Vorlaufcrs in Tcilchcnform mit der Fahigkeit zur Freisetzung einer aktiven Form 
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nach enzymatischem Angriff, beispielsweise. von: 

- DHA mit der Fahigkeit zur Vereinigung mit den Aminosauren in der Haut, wobei dei? Haut eine Pigmentierung 
verliehen wird, 

- oder einem Heterosid, beispielsweise einem Sapondsid oder Streptomycin, in einem Fall, in dem die Osideinheit 
5 des Heterosids, das aus einem oder mehreren Osidmolekulen mi t mindestens ei her prim aren A1 kohol gruppe besteht, 

es ermoglicht hau Teilchen durch Ctenzflachenvernetzung herzustellen. 

Es 1st darauf hinzuweisen, daB das Prinzip der Estervorlaufer von aktiven Molekttlen im Rahrnen einer Therapeutik 
bezuglich Arzneimilteln, die zur Applikalioh auf die Haut vorgesehen. sind (K. H. Viala et al., Drug Dev. Ind. Pharm., 
10 1985, 11, 11 33-1173) oder in der Kosmetik (J. P. Forestier, Int. J. Cosmetic Sci., 1992, 14, 47-63) entwickelt wurde. 

- oder die Herstellung von porosen unlos lichen Teilchen aus Cyclodextrinen, die spezielle Anwendungen auf der 
Basis des Einschlusses von Molekiilen zur Entfernung derselben aus einem ftiissigen Medium, zum Ernten dersel- 
ben oder zum Freisetzen des eingeschlossenen Molekuls in langsamer Weise an der Wirkstelle eroffnen. 

15 , : ' • ' • . 

Wenn die in den Dokumenten des Standes der Technik, beispielsweise in der EP-A-0 630 287, beschriebenen Bedin- 
gungen, die fur Polysaccharide gelten, nun auf Monosaccharide oder Oligosaccharide angewendet werden, d. h. wenn 
die Grenzflachenvernetzung mit Sauredichloriden in Emulsionssystemen durchgefuhrt wird, in denen der pH-Wert der 
zur Auflosurig der Kohlenhydrate verwendeten waBrigen Phase 9,8 nicht ubersteigt, ist es nicht moglich, stabile Teilchen 

20 zu erhalten. Man erhalt 0% Ausbeute oder lediglich eine sehr geringe Ausbeute der Teilchen, wobei eine mikroskbpische 
Untersuchung zahlreiche Bruchstticke zeigt. Dies deutet auf die hohe Brtichigkeit des vernetzten Materials hin. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde vollstandig unerwartet festgestellt, daB es rnoglich ist, stabile leilchen, 
insbesondere Mikroteilchen oder Nanoteilchen, aus vernetzten Oligosacchariden oder Monosacchariden unter ^rwen- 
dung einer waBrigen alkalischen Phase mit einem pH-Wert groBer 10 zur Auflosung der Kohlenhydrate und durch Star- 

25 ten der Polykondensatibnsreaktion unter Verwendung eines Dihaiogenids, insbesondere eines Sauredichlorids, an der 
Grcnzflachc cincr Emulsion herzustellen. 

Die erhaltenen Teilchen sind ausreichend stabil, urn einer langeren Inkubation in einem Ofen bei 45°C in Form einer 
waBrigen Suspension ohhe Zerstorung ihrer Struktur zu widerstehen. Sie sind ferner ausreichend stabil, urn einer Lyophi- 
lisierung unterzogen zu werden, ohne daB ihre Struktur zerstort wird und nehmen nach Rehydratisierung wieder eine ku- 

30 gelformige Form an. Dies stellt einen weiteren entscheidenden technisc hen Vorteil der vorhegienden Erfindung dar. . 
; Die Teilchen werden nach und nach nach Inkubation in Humanplasma zerstort. Dies zeigt ihre Bioabbaubarkeit insbe- 
sondere unter der Einwirkung von Esterasen. 

Tn Abhangigkeit yon den gewahlten Rmulgierbedingungen kann die TeilchengroBe von weniger als 1 pm, d. h. von ei- 
ner NanometergroBe, die beispielsweise durch \ferwendung eines Hochdruckhomogenisators erreicht wird, bis zu meh- 

35 reren hundert ^m und sogar bis zu mehr als 1 nimschwanken. , 

Es wurde ferner festgestellt, daB es mdglich ist, durch Einleiten der Polykondensationsreaktion in einer Emulsion vom 
"Ol-in-Wasse^'-Tvp Teilchen zu erhalten. In diesem Fall wird eine hydrophobe Phase, die ein Vemetzungsmitlel vor- 
zugs weise ein Disaurehalogenidi und insbesondere ein Disaurechlorid enthalt, in einer als kontinuierliche Phase verwen- 
deten waBrigen Alkaliphase, die das Monosaccharid oder Oligosaccharid enthalt, emulgiert. Die Reaktion laBt man an 

40 der Grcnzflachc sich cntwickcln, wobei cin Ruhrcn cine gccignctc Zcit lang aufrccht erhalten wird. Es wurde festgestellt, 
daB sich urn die dispergierten hydrophoben Tropfchen eine Membran bildet, die Teilchen mit hydrophobem Inhalt liefert, 
die in diesem Fall aus Kapseln bestellen. 

GemaB einem ersten Merkmal umfaBt die vorliegende Erfindung Teilchen, die mindestens auf der Oberflache eine 
Wand umfassen, die aus einem oder mehreren Monosacchariden oder Oligosacchariden gebildet wurde die durch Grenz- 

45 flachenvernetzung in Emulsion, vorzugs weise bei Raumtemperatur zwischen (einem) Monosaccharid (Monosacchari- 
den) oder Oligosaccharid (Oligosacchariden) mit mindestens einer primaren Alkoholgruppe und einem polyfunktionel- 
len acylierenden Vernetzuhgsmittel, vorzugsweise einem Disaurehalogenid und insbesondere einem Disaurechlorid un- 
ter Bildung von Esterbindungen zwischen der (den) acylierbaren Hydroxylgruppe(n) des (der) primaren Alkohols (Ai- 
kohole) des Monosaccharids oder Oligosaccharids und den Acylgruppeh des polyfunktionellen Acylierungsmittels ver- 
so netztsind. - - ■ ~ . • 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann jedes beUebige Monosaccharid oder Oligos accharid mit einem Moleku- 
largewicht unter 5000 Dalton, das mindestens eine primare Alkoholgruppe tragt, ohne Einschrankung verwendet wer- 
den. In ahnlicher Weise kann jedes beliebige polyfiinktionelle Vernetzungsmittel, das mindestens zwei acylierende Grup- 
pen enthalt, ohne Einschrankung verwendet werden. 

55 In einer bevorzugten Ausftihrungsform der vorliegenden Erfindung ist es moglich, Monosaccharid- oder Oligosaccha- 
ridderivate, beispielsweise Polyole aus der Hydrierung von Aldehyd- oder Ketbngruppen von Osen, Aldonsauren, die 
. von Aldosen abgeleitet sind, und entsprechende Lactone, Phosphorsaureester von Osen, Osamirie oder Heteroside, deren 
Osideinheit aus einer oder mehreren Osen besteht und die mindestens eine primare Alkoholgruppe enthalt, zu verwen- 
den. : 

60 - In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen die oben genannten Teilchen aus einem 
ein zelnen niedrigrnolekul aren Monosaccharid Oder Oligosaccharid oder aus Gemischen hergestellt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen die oben genannten Monosaccha- 
ride Ketosen, beispielsweise Dihydroxyacetone (DHA), Erythrulose, Ribulose, Xylulose, Fructose und Sorbose, sowie 
Derivate hiervon sein. .. .. 

65 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform cler vorliegenden Erfindung konnen die pben genannten Monosaccha- 
ride Aldosen, beispielsweise ^Erythrose, Threose, Xylose, Arabinose, Ribose, Desoxyribose, Glucose, Mannose und Ga- 
lactose sowie Derivate hiervon sein. < 

Die sclbst bder in Gemischen in den crfindungsgcmaBcri Vcrfahrcn verwendbaren Monosacchariddcriy ate umfassen 
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, insbesondere die entsprechenden Polyole, wie Sorbit, Mannit, Xylit Arabit, Dulcit, Lactit, Galactit, Erythrit und Threit, 
Aminozucker, wie Glucosamin, Galactosamin, Glucosaminsulfat und Galactosaininsulfat, sowie Aldonsauren oder Lac- 
tone, wie jGluconsaure, Galactonsaure, Gluconplacton urid Galactonolacton. Im Handel erhaltliche, Polyole enthaltende 
Zubereituhgen, beispielsweise Neosorb 70® (70% Sorbit, Coquette), gehoren auch zu dieser Gruppe. 

Die selhst oder in Gernischen in den erfindungsgemaBen Verfahren verwendbaren Oligosaccharide umfassen Disac- 5 
charide, insbesondere Saccharose, Lactose, Maltose, Cellobiose, TYehalose und. MeHbiose, Oligosaccharide, vwe Raffi- * 
nose, Dextrine oder Produkte der teilweisen Hydrolyse von Starke, Cyclodextrine, wie alpha-Cyclodextrin, beta-Cyclo- 
dextrin und gamma-Cyclodextrin, Cyclodextrinderivate, wie Hyardxyethyl-0-cyclodextrin und Hydroxypropyl-0-cyclo- 
dextrine (2-HP-P-CD, 3-HP-P-0^CD, 2,3-HP-P-CD), verzweigle Cyclodexlrine, wie Glukosyl-p-CD, Diglukosyl-p-CD; 
Maltosyl-P-CD und Dimaltosyl-0-CD oder Gemische von Oligosaccharide!!, beispielsweise die unter der Bezeichnung 10 
Glucidex® von Roquette auf dem Markt erhaltlichen Produkte, die wechselnde Anteile an Glucose, Maltose und Maltod- 
extrinen enthalten. 

Die selbst oder in Gernischen in den erfindungsgemaBen Verfahren verwendbaren Oligosaccharidderivate umfassen 
insbesondere die entsprechenden Polyole, wie Maltit und Lactit oder im Handel erhaltliche, Polyole enthaltende und 
durch Hydrieren von Produkten der teilweisen Hydrolyse von Starke erhaltene Zubereitungen. 15 

Die Monosaccharide und Oligosaccharidderivate umfassen ferner Heteroside oder Glykoside, d. h. Molekule aus einer 
an eine Nichtosideinheit gebundenen Osideinheit. Die in den erfindungsgemaBen \ferfahren verwendbaren Heteroside 
besitzen eine Osideinheit, die eine oder mehrere Osideinheiten und mindestens eine primare Alkoholgruppe enthalt. Die 
Nichtosid- oder Aglykonfraktion besirzt vorzugsweise eine cyclische Struktur mit einem oder mehreren aromatischen 
oder nichtaromatischen Ringen, die ein oder mehre Heteroatome, wie Stickstoff-, SauerstofF- oder Schwefelatome um- 20 
fassen konnen. 

Die in den erfindungsgemaBen Verfahren verwendbaren Heteroside umfassen insbesondere 0-D-Xyloside, beispiels- 
weise 4-Melhyluiiibelliferyl-P-D-xylosid und para-Nilrophenyl-^D-xylosid, Ribofiavin, naLurliche Nucleoside aus Ri- 
bonucleosiden, wie Guanosin, Adenosin, Uridin und Cytidin, oder Desoxyribonucleosiden, wie Desoxyguanosin, De- 
soxyadenosin, Desoxycytidin und Thyriiidin, synthetische antivirale oder Antikrebsnucleoside, Strukturanaloge von na- 25 
tiirlichcn Nuclcpsidcn, wic Adcnosinanalogc und Dcsoxycytidinanalogc, Mononucleotide, Dcspxymononuclcotidc, Oli- 
gonucleotide, Desoxyohgonucleotide, Antibiotika der Aminoglykosidgruppe, wie Streptomycin, Dihydrostreptomycin, 
Kanamydne, Amikacin, Dibekacin, Tobramycin, Neomycine und Paromomycin, Saponoside mit steroidalem Aglykon, 
beispielsweise Saponoside aus Efeu, Saponoside mit TViterpenaglykon, wie das Saponosid aus der Panamarinde, oder 
kardiotonische Heteroside mit steroidalem Aglykon, wie Digitoxin. . , ■ 30 * 

In einer weiteren bevorzugten Ausruhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt die vorliegende Erfindung ferner 
Teilchen, die mindestens auf der Oberflache eine aus Cyclodextrinen, insbesondere vernetzten p-Cyclodextrinen gebil- 
dete Wand umfassen. < . . 

Die Erfinder haben in besonders unerwarteter Weise festgestellt, daB die aus Cyclodextrinen hergestellten Teilchen 
eine wertvolle EinschiuBfahigkeit beibehalten, in einfacher Weise aus den die einzuschlieBende Substanz enthaltenden 35 
Medien abgetrennt werden kOnnen und nach Abgabe der eirigeschlossenen Substanz wiederverwendet werdeh kGnnen. 
Wenn es deshalb erwunschl ist, einen Bestandteil eines Gemisches durch Kompiexierung zu entfemen, ermoglicht es die 
Verwendung dieser unloslichen Form in einfacher Weise, den Komplex abzutrennen und sogar das komplexierte Mole- 
kial aus der unloslichen Form von Cyclodextrin zu entfemen, so daB es wiederverwendet werden kann. 
. So konnen in einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung die Tbilchcn der vernetzten 40 
Cyclodextrine gemaB der vorliegenden Erfindung ,mit einer aktiven Substanz, insbesondere einer kosmetisch akdven 
Substanz, einer pharmazeudsch aktiven Substanz, einer diatedsch akdven Substanz, einer Agronahrungsmittelsubstanz 
oder einer agroindustriellen Substanz getrankt oder beladen werden. Das Durchtranken oder Beladen mit der aktiven 
Substanz oder dem aktiven Wirkstoff kann in sehr einfacher Weise erfolgen. Beispielsweise werdeh die Teilchen der ver- 
netzten Cyclodextrine in eine Losung, die den aktiven Wirkstoff enthalt, wahrend einer ausreichenden Zeit eingetaucht 45 
oder darin inkubiert, so daB eine Durchtrankung oder Beladung mit den Teilchen oder ein EinschluB zumindestens eini- 
ger der aktiven Wirkstoffteilchen erfolgt. Der pH- Wert der waBrigen Txisung des aktiven Wirkstoffs liegt nahe der Neu- 
tralitat oder ist schwach sauer und darf 8 nicht tibersteigen, d. h. er liegt vorzugsweise zwischen etwa 4,5 und 8, um eine 
Hydrolyse der Esterbindungen und ein Abbau der Teilchen zu vermeiden. 

Dieses Durchtranken oder Beladen mit aktiven Substanzen oder aktiven Wirkstoffen liefert ein System, das langsam 50 
diese i aktive Substanz oder diesen aktiven Wirks toff aus dem System freisetzt. 

Diese langsame oder verzogerte Freisetzung kann in folgender Weise weiter verbessert werden. - 

So konnen in einer weiteren bevorzugten Ausruhrungsform der vorliegenden Erfindung die Teilchen der vernetzten 
Cyclodextrine gemaB der vorliegenden Erfindung, die mit dem aktiven Wirkstoff beladen sind, in groBcrcn Teilchen, die 
aus einem vernetzten Protein oder einem Gemisch aus covefnetzten Proteinen und Polysacchariden gebildet sind, unter 55 
Bildung eines fur eine langsame Freisetzung sorgenden Systems eingeschlossen werden. In diesem Fall werden diese 
Teilchen durch anfangliches Hersteilen der Teilchen der vernetzten Cyclodextrine gemaB der vorliegenden Erfindung 
hergestellt. Diese Teilchen werden anschlieBend in einer Losung des aktiven Wirkstoffs wahrend einer ausreichenden 
. Zeit inkubiert, so daB einige der aktiven Wirkstoffteilchen in den Teilchen eingeschlossen werden, wie dies oben gerade 

fur den EinschluB oder die Beladung mit aktiver Substanz oder aktivem Wirkstoff in die bzw. der Teilchen der vernetzten 60 
Cyclodextrine beschrieben wurde. 

Proteine oder ein Gemisch aus Protein und Polysaccharid werden anschlieBend in der Suspension der vernetzten Teil- 
chen gelost, worauf das erhaltene Gemisch als wSBrige Phase zur Herstellung von Teilchen durch Grenzfiachenvemet- 
zung des Proteins oder Protein/Polysaccharid-Gemisches in einer Emulsion vorn Wasser-in-Oi-TVp unter Verwendung . . 
eines Sauredihalogenids, vorzugsweise eines -dichlorids, gemaB den friiheren Patenten der Anmelder der vorliegenden 65 
Erfindung, beispielsweise der US-A-5 359 620 oder der FR-A-97 08968 verwendet wird. Das Gemisch wird anschlie- 
Bend in einer hydrophoben Phase unter Bildung einer Emulsion dispergiert, worauf ein Sauredihalogenid, vorzugsweise 
ein -dichlorid zu der Emulsion zugcsctzt wird und die Rcaktion cine ausrcichcndc Zeit ablaufcn gclasscn wird, so daB 
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sich urn die Teilchen der zuvor vernetzten Cyclodextrine gemaB der vorliegenden Erfindung durch Acyiierung der acy- 
lierbaren funktionellen Gruppen des Proteins oder Protein/Polysaccharid-Gemisches groBere fTeilchen'mlden. Dies lie- 
fert letztendlich groBere Teilchen, die die intakten Teilchen der vernetzten Cyclodextrine gemaB der vorliegenden Erfin- 
dung und aktiven Wirkstoff, der teilweise durch Teilchen der vernetzten Cyclodextrine kornplexiert ist, enthalten. Das 
5 die groBeren Teilchen bildende vemetzte Material gewahrleistet eine langsame Freisetzung des aktiven Wirkstoffs aus 
- dem System. / 

Als im Rahmen der vorliegenden Erfindung in yorteilhafter Weise verwendbare Proteine lassen sich tierische Proteine, 
wie Collagen, Atelocollagen, Gelatine, Serumalbumin, Ovalbumin, Hamoglobin, MUchproteine, einschlieBlich Casein 
und Molkenprdteine, LacUdbumin, Globuline und Fibrinogen, sowie pllanzliche Proteine, die insbesondere aus Legunii- 

10 nosen und insbesondere aus den folgenden Pflanzen: Sojabohnen, Lupinen^Erbsen, Kichererbsen, Lucerne, Pferdeboh- 
nen, Linsen, Gartenbohnen, Raps und Sonnenblumen, oder aus den folgenden Getreidesorten: wie Weizen, Mais, Gerste, 
Malz, Hafer und Roggen, extrahiert sind. Als bevorzugt verwendbare Polysaccharide lassen sich Glykosaminoglykane, 
in vorteilhafter Weise einschlieBlich Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat Dermatansulfat, Heparansulfat und Ke- . 
ratansulf at, sowie Heparin und Derivate hiervon, insbesondere niedrigmolekulares Heparin mit einem Molekulargewicht 

15 zwischen etwa 2000 und 10.000, sowie kosmetisch oder pharmazeutisch akzeptable Heparinsalze, wie Dinatrium- und 
Calciumsalze, naturliche Gummis, Carrageensorten, Glucomahnane, Galactomannane, Amylose oder Amylopektin oder 
Gemische hiervon sowie hydroxyalkylierte Polysaccharidderivate, wie Hydroxyethylstarke oder Hydroxyethylcellulbse, 
nennen. 

Tn einer weiteren bevorzugten Ausruhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt die vorliegende Erfindung auch 
20 Teilchen, die mindestens auf der Oberftache eine Wand umfassen, die aus vernetzten Cyclodextrinen, insbesondere p- 
. Cyclodextrinen, gebildet ist, wobei die Teilchen mit einer aktiven Substanz beladen sind und in gr5Beren biokompatiblen 
und bioabbaubaren Tfeilchen, beispiels weise Teilchen aus vernetzten Proteinen oder covernetzten Proteinen und Poly sac- 
chariden unter Bildurig eines fur eine langsame Freiselzung sorgenden Systems eingeschlossen sind. 

Zur Herstellurig dieser Teilchen wird in diesem Fall ein Protein gegebenenf alls zusainmen mit einem Polysaccharid zu 
25 einer Suspension aus Cyclodextrinteiichen in der Losung der aktiven Substanz zugegeben, worauf diese waBrige Phase 
zur Hcrstcllung von Teilchen durch Grcnzflachcnvcrnctzung gemaB der friiheren Patcntc der vorliegenden Anmcldcr, 
beispiels weise gemaB US-5 395 620 oder FR-A-97 08968 verwendet wird. 

Es ist bekannt, daB Cyclodextrine cyclische Oligosaccharide aus 6 bis 8 Glucoseeinneiten sind Diese Molekule besit- 
zen wertvolle ^genschaf ten in Verbindung mit der Hydrophobic ihrer intemen Hphlraume. Insbesondere konnen sie die 
30 Loslichkeit der aktiven Wirkstoffe erhohen (dies gilt insbesondere fiir |3-Cyclodextrine und hydrophile Derivate hiervon) 
und verschiedene Molekule einschieBen und somit diese gegeniiber Warme, Oxidation, Licht und Verdampfung stabili- 
sieren (Beispiele hierfur sind essentielle Ole, Geschmacksstoffe und lipolosliche Vitamine). 

Des weiteren sorgen einige Cyclodextririderivate fur eine T^ngzeitfreisetzung oder verzogerte Freisetzung des einge- 
schlossenen Molekuls (KL Uekama et ai; in: New TYends in Cyclodextrins and Derivadves, Herausgeber D. Duchene, 
^ 35 Edidons de Sante\ Paris, 1991, Kap. 12, S. 411-446). Dies gilt insbesondere bei hydrophoben P-Cyclodextrinderivaten, 
wie Diethyl- und TYiethyl-jS-cydodextrinen, die die Wasserloslichkeit der stark wasserloslichen aktiven Wirkstoffe ver- 
ringern (langanhaltende Freisetzung) oder fiir ionisierbare p-Cyclodexudriderivate, wie Carboxymethyleihyl-p-cyclo- 
dextrin, eine Verbindung, die in sauren Medien gering loslich ist und deren Loslichkeit mit dem pH-Wert durch Ionisa- 
tion der Carboxymethylgruppe ansteigt (eine Freisetzung im Mageriraum wird verhindert und Yerzogert, bis der Darm er- 
40 rcicht ist). 

Diese Derivate sind jedoch reladv teuer, verglichen mit den anfanglichen Cyclodextrinen. Was die anfanglichen Cy- 
clodextrine anbelangt, stellt ihre Loslichkeit in Wasser ein Problem dar, wenn es gewiinscht ist, sie in einem Freiset- 
zungssystem zu verwenden, das mit Wasser in Beriihrung gebracht werden soil, da diese Loslichkeit eine Steuerung der 
Freisetzung des komplexierten Molekuls schwierig macht (R. B. Friedman in: New Trends in Cyclodextrins and Deriva- 

45 tes, Herausgeber D. Duchene, Editions de Sant6. Paris, 1991, Kap, 4, S. 157-177). In ahnlicher Weise hehimt die Los- 
lichkeit in Wasser die Isolierung der Komplexe, wenn es speziell gewiinscht ist, einen Bestandteil aus einem Gemisch in 
einem waBrigen Medium zu entfemen,*und die Gewinnung der fireien Cyclodextrine, wenn es gewiinscht ist, sie in kom- 
merziellem.MaBstab zu recyceln. 

Die Herstellurig der Cyclodextrine enthaltenden Polymere liefert eine Losung; fur diese Probleme. Eine langsamere 

50 Freisetzung einer aktiven Substanz kann somit durch Komplexieren derselben ah ein P-Cydodextrine tragendes Polymer 
und durch Anordnen einer Dialyseuiembran zwischen dem Polymer und dem Freiselzungsmedium erreicht werden. Bei- 
spielsweise zeigen N. Behar et aL (S.TJP. Pharma, 1987, 3, 237-247), daB das Einbrinjgen von synthetischen Polymeren, 
wobei eines wasserloslich (Poiyethylenimin) und das andere wasserunloslich (hergestellt aus Polyvmylchlorformiat) ist, 
die Cyclodcxtrinmolckiilc tragen und mit einer schr wasserloslichen aktiven Substanz, wic Propanolol, beladen sind, in 

55 ein Dialyserohr es ermoglicht, die Diffusion des aktiven Wirkstoffs in die auBere waBrige Kammer zu verlangsamen, wo- 
bei das Polymer und der Komplex nicht in der Lage sind, durch die Membran hindiirchzutreten. 

In unerwarteter Weise konnten die Erfinder der vorliegenden Erfindung in mit Propanolol in Gegenwart von vollstan- 
dig biokompatiblen Und bioabbaubaren Teilchen vernetzter Cyclodextrine gemaB der vorliegenden Erfindung durchge- 
fuhrten Dialyseexperimenten dasselbe Phanomen beobachteri. 

60 GemaB demselben Prinzip berichtet E. Feny vesi (J. Inclusion Pheriom., 1988; 6, 537-545) daB ein aus Mikrokapseln, 
die einen aktiven Wirkstoff, der mit einem loslichen Cyclodextrinpolymer kornplexiert ist, enthalten, bestehendes Sy-, 
stem die Verzogerung der Freisetzung des aktiven Wirkstoffs ermoglicht, wobei das Polymer nicht in der Lage ist, durch 
die Membran der Mikrpkapsel hindiirchzutreten. ; 

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung. konnten. dieses bemerkenswerte Ergebnis auch mit vpllstandig biokompati- 

65 blen Mikrokapseln aus vernetztem Protein, die Methylenblau enthalten, das mit zunehmenden Mengen an Tbilchen aus 
vernetzten p-CyclcKlextrinen kornplexiert ist, erhalten. In-vitix^Freisetzungsexperimente zeigen eine Verlangsamung der 
Freisetzung verglichen mit Mikrokapseln, die keine Cyclodextrinteiichen enthalten. Die Verlangsamung wird noch aus- 
gepragter, wenn die Mcngc an cingckapscltcn Cyclodextrinteiichen zunimmt. 
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Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben ferner festgestellt, da& Teilchen aus vemetztem DHA vollstandig stabil 
sind, wahrend gleichzeitig eine Pigmentierung nach Applikation auf die Haut auftritt. Dies zeigt, daB sie biologisch ab- 
baubar sind und die Basesubstanz zu regenerieren vermogen, wobei die spezifische Aktivitat nach enzymatischem Ab- 
bau ihtakt bleibt 

GemaB einem zweiten Merkmal liefert die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Teilchen kleiner 5 
Abmessungen, die mindestens auf der Oberflache eine aus einem oder mehreren vernetzten Monosacchariden oder Oli- 
gosacchariden gebildete Wand umfassen, wobei das Verfahren die folgenden Stufen umfaBt: 

a) die Herstellung einer wafirigen Phase bei einein pH-Werl zwischen 10,5 und etwa 14, worin iuindestens ein Mo- 
nosaccharid oder mindestens ein Oligosaccharid gelost ist; 10 

b) die Herstellung einer hydrophoben Phase, die irn wesentlicheri mit Wasser riicht mischbaf ist und die gegebenen- 
falls ein grenzflachenaktives Mittel enthalt; 

c) die Dispersion der wafirigen Phase in der hydrophoben Phase durch Riihren, urn eine Emulsion vom ^sser-in- . 
Ol-TVp herzustellen; 

d) die Zugabe einer Losung eines polyfunktionellen Acylierungsmittels zu der Emulsion, wobei das Riihren eine 15 
ausreichende Zeitdauer fortgesetzt wird, um das Monosaccharid oder Oligosaccharid an der Grerizflache der disper- 
gierten TVopfchen der Emulsion zu vernetzen, und um dadurch Teilchen zu bilden; und 

e ) gegebenenfalls die Abtrennung der Teilchen von dem Reaktionsmedium. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung von Teilchen,kleiner Abmessungen, die min- 20 
destens auf der Oberflache eine aus einem oder mehreren vernetzten Monosacchariden oder Oligosacchariden gebildete 
Wand umfassen, wobei das Verfahren die Tolgenden Stuf en umfaBt: 

a) die Herstellung einer wafirigen Phase bei einem pH-Wert zwischen 10,5 und etwa 14, worin mindestens ein Mo- 
nosaccharid oder mindestens ein Oligosaccharid gelost ist; 25 

b) die Herstellung cincr hydrophoben Phase, die im wcscntlichcn mit Wasser nicht mischbar ist und die cin poly- 
funktionelles acylierendes Vernetzungsrnittel enthalt; 

c) *die Dispersion der hydrophoben Phase in der wafirigen Phase durch Riihren unter Herstellung einer Emulsion . 
vom Ol-in-Wasser-iyp, wobei das Riihren eine ausreichende Zeitdauer durchgefuhrt wind, um das Monosaccharid 
oder Oligosaccharid an der Grenzflache der dispergierten Tropfen der Emulsion zu vernetzen und um dadurch Teil- 30 
chen, im wesentlichen Kapseln, herzustellen; und 

d) gegebenenfalls die Abtrennung der Teilchen aus dem Reaktionsmedium. 

Die vorliegende Erfindung liefert femer ein Verfahren zur Herstellung von Teilchen aus vernetzten Cyclodextrineri 
kleiner Abmessungen, die in grofieren Teilchen eingeschlossen sind, wobei das Verfahren die folgenden Stufen urn- 
fafit: ' - 35 

a) Zuerst werden Teilchen der vernetzten Cyclodextrine gemafi der vorUegenden Erfindung in einem Emulsionssy- 
steui vom Wasser-in-Ol-TVp hergestellt und gewonnen. 

b) Diese Teilchen werden anschliefiend in eine wafirige Losung eines aktiven WirkstorTs bei einem pH-Wert zwi- 
schen etwa 4,5 und etwa 8 wahrend einer ausreichenden Zeitdauer gegeben oder darin inkubiert, um den aktiven 
WirkstofX in den Teilchen cinzuschlicficn. .40 

c) Ein Protein oder ein Protein/Poly saccharid-Gemisch wird anschliefiend in der Suspension der Teilchen gelost. 

d) Das Gemisch wird durch Riihren in einer hydrophoben Phase unter Bildung einer Emulsion vom Wasser-in-Ol-. 
Typ dispergiert. . 

e) Eine Losung eines polyfunktionellen AcyUerungsmittels wird der Emulsion zugegeben wobei das Riihren eine 
ausreichende Zeitdauer beibehalten wird, so daB sich um die Teilchen aus den vernetzten Cyclodextrinen gemafi der 45 
vorliegenden Erfindung durch Acylierung der acylierbaren funktionellen Gruppen des Proteins Oder Protein/Poly- 
saccharid-Gemisches hemm grofiere Teilchen bilden. 

, 0 Gegebenenfalls werden die erhaltenen groBeren Tfeilchen, die die intakten Tbilchen der vernetzen Cyclodextrine 
gemaB der vorliegenden Erfindung und den teilweise durch die Cyclodextrine der Teilchen der vernetzten Cyclo- 
dextrine komplexierten aktiven. Wirkstoff enthalten, abgetrennt. 50 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung kann diese wafirige Losung aus einem Puffer, bei- 
spiels weise einem Carbonat- oder Phosphatpuffer, der auf einen pi I- Wert groBer 10^, beispielsweise auf einen pi I- Wert 
von 11, cingcstcllt ist, oder cincr Losung aus einem alkalischcn Stoff, beispielsweise Natriumhydroxid, beispielsweise 1 
M Natriumhydroxidlosung, bestehen. '■ S5 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betragt die Konzentration des Monosaccharids 
oder Oligosaccharids in der wafirijgen Phase 3 bis 80, vorzugsweise 10 bis 30%. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhruhgsform der vorliegenden Erfindung besteht das oben erwahnte Polyfunktio- 
nelle acylierende Vernetzungsrnittel vorzugsweise aus mindestens einem Sauredihalogenid, das vorzugsweise aus Phtha- 
loyl-, Terephthaloyl-, Cebacoyl-, Glutaryl-, Adipoyl- und Succinyldihalogeniden oder einem Anhydrid dieser Sauren 60 
ausgewahlt. ist. Vorzugs weise wird ein Dichlbrid dieser Sauren verwendet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung werden die oben erwahnten Mikrokap- 
seln durch Grenzflachenvernetzung vorzugsweise bei Raumtemperatur aus einer Emulsion, deren disperse einzukap-. 
selnde Phase eine oder mehrere wasserlGsliche, lipolosliche oder unlosliche aktive Substanzen, die in Form einer Ld- 
sung, Suspension oder Emulsion .eingebaut werden, enthalt hergestellt 65 

GemaB einem dritten Merkmal umfafit die vorliegende Erfindung femer die 'Verwendung dieser Teilchen. 

Die allgemeinen An wendungen der Teilchen der vernetzten Monosaccharide und Oligosaccharide sind die folgenden : 
Auf dem Gcbict der Kosmctika, Phanhazcutika und Nahrungsmittcl crlaubcn diese biokompatiblcn und bioabbaubarcn 
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Teilchen den Einbau wasserloslicher oder lipbloslicher Substanzen in Form von Losuhgen, Suspensionen oder Emulsio- 
nen. . ■ . : " ■ ■ 

Die erfindungsgemafien Teilchen besitzen einen speziellen weiteren Wert bei Kosrnetika. Dies ist mit der in-situ-Frei- 
setzung hach Hydrolysedes Basisbestandteils, der eiiie gewiinschte spezielle Aktivitat auf der Haut, beispielsweise eine 
5 feuchthaltende Wirkung von Mqnosacchariden und Disaccharideri (T setose) oder der daraus herstammenden Polyole 
(Mannit, Sorbit), eine stimulierende Wirkung auf die (ilykosaminoglykansythese oder eine Antif altenwirkung (Glucosa- 
minsulfat, Galactosarnirisulfat 

Es^ei ferner auf den Wert der Einkapselurig hydrophober Tropfchen in eine sehr hydrophile Membran aus beispiels- 
weise vernetztem Sorbit oder vernelzter Saccharose hinge wiesen. 
to Die Anwendungen der Teilchen der vernetzten (^clodextrine sind die folgenden: 

*Als solche unbeladen zur Entfemung eines Bestandteils aus einem Medium in Form eines EinschluBkpmplexes: 

- fur technologische Anwendungen, beispielsweise die Trennung von Stereoisomeren, die Katalyse von chemi- 
schen Reaktionen und die Extraktion von bitteren Molekiileri, Coffein, Cnolesterin und Phenylalanin. Die Teilchen 

15 konnen so eiri beispielsweise fur.das Packen von Saulen, durch die eine zu reinigende Flussigkeit geftihrt wird, zu 

verwendendes festes Adsorptiohsmittel darstellen. ■ 

- fur die Entgiftung biologist 

von aromatischen Aminen, Fnenoien, Biliru bin und^Toxinen. Die Biovertraglichkeit der Teilchen ist ein wichtiger 
Vortei! hierbei. 

20 - fur die Gewinnung einer Substanz aus einem flussigen Medium. 

- ftir, analytische Anwendungen, wobei die Teilchen eine Verbesserung des Nachweises von Substanzen durch eine 
/ Aufkonzentration derselben ermoglichen 

- auf dem Gebiet der Kosmelika, wo die EinschluBeigenschaflen von Cyclodexlrinen zur Absorption von uber- 
schussigen Lipiden auf der Haut (Mattierungswirkung) oder zur Absorption von Abbauverbindungen einer Ausdun- 

25 stung (Deodorantprodukte) oder der fur einen schlechten Atem verantwortlichen Produkte (gegeri einen schlechten 

Atcm gcrichtctc Wirkung in Zahnpastcn oder Mundwasscrn) verwendet werden konnen. Die Biovertraglichkeit der 
Teilchen ist abermals ein wichtiger Vorteil hierbei. ' - 

*Beladen mit aktiven Substanzen in Form von EinschluBkomplexen und eingebaut in fiir eine langsame Diffusion sor- 
30 genden Systerrien, insbesondere in Teilchen und speziell in Teilchen aus vernetzten Proteinen oder covernetzten Protei- 
nen und Polysacchariden: 

- auf dem Gebiet der Kosmeti k fur eine langsamere und langanhaltende Freisetzung der aktiven Substanz unter Ge- 
wahrleistung einer langeren Wirkung, wobei die Hauttoleranz gegenuber aktiven Wirkstoffen mit einer reizenden 

35 Wirkung, beispielsweise Retinsaure, Salicylsaure usw., verbessert wird. . 

- auf dem Gebiet der Therapeutika zur Herstellung von Arzrieiiriitteln oder pharmazeudschen Zusammensetzun- 
gen mit einer langsaineren oder langer anhaltenden Freisetzung der aktiven Substanz unter Gewahrleistung einer 
langeren Wirkung auf jedem betiebigen Verabreichungsweg unter Verbesserung def Haut- und Schleimhauttole- 
ranz. / , • 

• 40" - # ' 

Die Anwendungen der Teilchen aus vernetztem DHA sind mit der S tabilisierung des DHAs verbunden, wobei der Ein- 
bau in verschiedene kosmetische ^ubereitungen und die Freisetzung des DHAs nach enzymatischem Abbau auf der 
Oberflache der Haut gewahrleistet ist, wobei das DHA sich mit den Aminosauren in der Haut unter Bildung einer Pig- 
mentierung vereinigen kann. 

45 Die Teilchen der vernetzten Heterbside besitzen Anwendungen, die insbesondere mit der Tatsache verbunden sind, 
daS sieneue Vorlaufer eines speziellen T^ps darstellen: 

- die in Kosrnetika verwendet werden konnen, urn fur eine langsame Freisetzung durch den enzymatisc hen Abbau 
des Teilcheris, cL h. des Heterosidbestandteils, der anschlieBend seine spezielle Aktivitat (beispielsweise Teilchen 

50 aus vernetztem Saponosid) austibt, sorgt und 

- die in Therapeutika verwendet werden konnen, worin die ieilchen einen neuen l^p eines teilchenformigen Vek- 
tors oder einer Prodrug darstellen, der (die) gleichzeidg die folgenden Eigenschaften gewalirleistet (gewalirleisten): 

- Schutz des aktiven Wirkstoffs und eine langsame Freisetzung des Heterosidbestandteils durch enzymatischen 
Abbau des Tcilchcns fur cine langcrc Vvlrkung und/odcr cine Verbesserung der Bipvcrfugbarkcit u^ 

55 besserung der Haut- oder Schleimhauttoleranz und 

. - eirie zielgerichtete Steuerung in Verbindung mit der speziellen Natur der Prodrug. 

In Abhangigkeit von der GrdBe der Teilchen ist es moglich, beispielsweise Teilchen mit einem Durchmesser zwischen 
etwa 10 und 100 urn, beispielsweise von etwa* 15 um aus einem Antibiotikum, wie Streptomycin, herzustellen. Nach ei- 

60 ner intravenosen Injektion ermoglichen diese Teilchen ein zielgerichtetes Ansteuern der Kapillaren der Lunge gemaB 
dem bekannten Prinzip der Vektorisierung durch Kapi 11 arblockierung (S. S. Davis und L. Tllum, Acta Pharrh. Technol., 
1986, 32; 4^9) und die langsame Freisetzung des Anubiotikurns in situ fiir eine bessere VVlrksamkeit. Altemativ konnen 
Nariopartikel der aktiven Substanz hergestellt werden; die durch die Zellen insbesondere die Zellen des retikuloendothe- 
lialen Systems aiifgenomnien werden und die die Behandlung von bakteriellen oder parasiuiren Erkrankungen mit der 

65 aktiven Substanz ermoglichen. . / 

; Als eine weitere Alternative kann die Herstellung von Teilchen im NanometergroBenbereich aus Oligoniicleotideh 
oder Oligodesoxynucleotiden direkt eine yektorisierte und stabile Form dieser Oligonucleotide oder Oiigodesoxynucleo-. 
tide licfern, die direkt in die Zellen cindringen kann und das anfanglichc Oligonuclcotid oder Oligodcsoxynuclcotid in 



DE 199 32 216 A 1 

der Zelle freizusetzen vermag. Dies ist insbesondere zur; Verwendung bei einer antiviralen oder.Antikrebstherapie oder 
im Ziisammenhang mit einer Gentherapie oder zur Verwendung bei der lYarisfektion von Zellen oder dem Transfer von 
genetischem Material von Bedeutung, weil dadurch die Verwendung von.viralen Vektbren oder synthetischen Vektoren 
vermieden wird Als eine weitere Alternative kann die Herstellung von 'leilchen einer GroBe im Nanometerbereich aus 
antiviralen oder Antikrebsnuclebsiden direkt eine vektorisierte und stabile Form dieser Nucleoside liefern, die direkt in 5 , 
die Zellen eindringen kann und die das anfangliche Nucleosid in der Zelle freizusetzen vermag. - 

. Gemafi einem vierten Merkmal umfaBt die vorliegende Erfindung eine Zusammensetzung, die insbesondere aus einer 
kosmetischen Zusammensetzung, einer pharmazeudschen Zusammensetzung und einer Nahrungsmittelzusanunenset- 
zung ausgewahit ist und die als eine ihrer Komponenlen oder akdven Wirkstofle die oben genannten Teilchen umfafit, 
die mindestens auf der Oberflache eine. Wand umfassen, die aus einem oder mehreren Monosacchariden oder Oligosac- 10 
chariden gebildet ist, die speziell durch eine Grenzflachenvernetzung in Emulsion vorzugsweise bei Raumtemperatur 
zwischen (einem) Monosaccharid(en) oder Oligosaccharid(en) mit mindestens einer primaren Alkoholgruppe und einem 
polyfunktionellen acylierenden Vernetzungsmittel, vorzugsweise einem Disaurehalogenid und insbesondere einem Dis- 
aurechlorid zur Herstellung von Esterbindungen zwischen den acylierbaren Hydroxylgruppen des (der) primaren Alko- 
hols (Alkohole) des Monosaccharides oder Oligosaccharids und den Acylgruppen des polyfunktionellen AcyUerungsmit- 15 
tels vernetzt sind. c 

Weitere Eigenschaften dieser Teilchen sind aus der obigen Beschreibung und aus der folgenden Beschreibung in den 
Beispielen offensichtlich. 

Gernafi einem funften Merkmal umfaBt die vorliegende Erflndung ein Verfahren zur kosmetischen oder. therapeuti- 
schen Behandlung durch Applikation einer kosmetisch oder therapeutisch wirksamen Menge der oben genaiinten Teil- 20 
chen, die mindestens auf der Oberflache eine Wand umfassen, die aus einem oder mehreren Monosacchariden oder Oli- 
' gosacchariden gebildet ist, die speziell durch Grenzflachenvernetzung in Emulsion vorzugsweise bei Raumtemperatur 
zwischen dem (den) Monosaccharid(en) oder Oligosaccharid(en) mit mindestens einer primaren Alkoholgruppe und ei- 
nem polyfunktionellen acylierenden Vernetzungsmittel, vorzugsweise einem Disaurehalogenid und insbesondere einem 
Disaurechlorid unter Bildung von Esterbindungen zwischen acylierbaren Hydroxylgruppen des (der) primaren Alkohols 25 
(Alkohole) des. Monosaccharide oder Oligosaccharids und den Acylgruppen des polyfunktionellen Acylicrungsmittcls 
vernetzt sind, auf eine geeignete Stelle eines Saugetiers, vorzugsweise eines Menschen. 

Weitere Eigenschaften dieser Teilchen sind aus der obigen und folgenden Beschreibung, insbesondere unter Bezug- 
nahme auf die Beispiele und in ahnlicher Weise auf die oben genannten kosmetischen und therapeutischen Verwendun- 
gen, insbesondere im Zusammenhang mit der B eschreibung des zweiten Merkmals, bhne S ch wierigkeiten offensichtlich . 30 

In einer speziellen AusFiihrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur kosmetischen Behandlung 
eines Saugetiers, vorzugsweise eines Menschen durch topische Applikation der oben definierten Teilchen und speziell 
von Teilchen, die ferner mindestens eine kosmetisch aktive Substanz en thai ten konnen, auf einen fraglichen Bereich der 
Haut, Kopfhaut oder des Haars. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform umfafit die vorliegende Erfindung ferner ein Verfahren zur therapeutischen Be- 35 
. handlung durch Applikation einer therapeutisch wirksamen Menge der oben jgenannten leilchen, die mindestens auf der 
Oberflache eine Wand umfassen, die aus vemetzten Cyclodexlrinen, insbesondere p-Cyclodextrinen, gebildet ist, wobei 
die Teilchen mit einer aktiven Substanz beladen sind und in grofieren biokompatiblen und bioabbaubaren Tbilchen, bei- 
spiels weise Teilchen aus vemetzten Proteinen oder covemetzten Proteinen und Polysaccharideh, eingeschlossen sind, 
wobci dicsc doppcltcn Teilchen cin fur cine langsamc Frcisctzung sorgendes Systems darstcllcn, das auf einem bclicbi- . 40 
gen Verabreichungsweg, beispielsweise dem oralen, parenteralen, rektalen, vaginalen, pulmonalen, kutanen, ophthalmi- 
schen oder nasalen Weg verabreicht werden kann, auf eine geeignete Stelle eines Saugetiers, vorzugsweise eines Men- 
schen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfafit die vorliegende Erfindung ferner ein Verfahren zur therapeutischen Be- 
h andlung durch Applikation einer therapeutisch wirksamen Menge der oben genannten leilchen, die mindestens auf der 45 
Oberflache eine Wand umfassen, die aus einem oder mehreren vemetzten Heterosiden gebildet ist, wobei die Teilchen 
sich als teilchen forrnige Prodrugs oder Vorlaufer des (der) aktiven Heterosids (Heteroside) verhalten und den aktiven 
Wirkstoff in vivo unter Einwirkung von Enzymen, wie Esterasen, freisetzen konnen, wobei die leilchen auf einem be- 
liebigen Verabreichungsweg, beispielsweise dem oralen, parenteralen, rektalen, vaginalen, pulmonalen, kutanen, oph- 
thalmischen oder nasalen Weg verabreicht werden kbnnen und den Schutz des aktiven Wirkstoffs, eine langsame Frei- 50 
selzung, eine Verbesserung der Bioverfugbarkeit, einer Verbesserung der Haut- oder Schleimhauttoleranz, ein zielgerich- 
tetes Ansteuem eines Organs, eines Gewebes oder eines Vaskularbereichs oder im Fall von Nanoteilchen eine Passage 
der aktiven Wirkstoffe in die Targetzellen fur eine antibiotische, and virale oder Antikrebstherapie oder fur einen Transfer 
des gcnctischcn Materials in die Zclicn gcwahrlcistch, auf cine geeignete Stelle eines Saugetiers, vorzugsweise cincs 
Menschen. . . * 55 

Weitere Aufgaben, Eigenschaften und Vbrteile der vorliegenden Erfindung eroffiien sich in eindeutiger Weise aus der 
folgenden erklarenden Beschreibung anhand von verschiedeneh erfindungsgemafien Beispielen, die lediglich veran- 
' schaulichen sollen und den Umfang der vorliegenden Erfindung in keinster Weise einschranken sollen, und durch die Be- 
- zugnahme auf die beigefugten Hguren. Es zeigen: 

Fig. 1 ein rasterelektronenmikroskopisches Negativ von Teilchen gemafi der vorliegenden Erfindung,' die aus P-Cyclo- 60 
dextrinen in einer Konzentration yon 10% unter Verwendung einer Riihrgeschwindigkeit von 2000/min hergestellt wur- 
den, gemafi Beispiel 7. 

Fig, 2 ein aus nicht- vemetzten {^Cyclodextrinen (a) und ein aus Teilchen yemetzter P-Cyclodextrine gemafi der vor- 
liegenden Erfindung, die aus 0-Cyclodextrinen in einer Konzentration von 7,5% unter Verwendung einer Ruhrgeschwin- 
digkeit von 5000/min hergestellt wurden (b) erhaltenes Infrarotspektrum gemafi Beispiel 7. 65 

Fig, 3 die Ergebnisse eines Experiments der Diffusion von Propanolol durch eine Dialysemembran beispielsweise ge- 
mafi Beschreibung in Beispiel 11. Diese Figur vereinigt drei Kurven, die die zu unterschiedlichen Zeiten freigesetzten 
Propanololmcngcn, ausgedriickt als.Prozcntsatz der anfanglichcn Mcngc, angeben, wobpi cine der Kurven einem ohnc 
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Zugabe von p-Cyclodextrinteilchen durchgefuhrten Experiment (Vergleichsprobe) und die anderen beiden zwei mit ent- 
sprechender Zugabe von 10 mg oder 50 mg der Teilchen aus vemetzten p-Cyclodextrinen gemaB def vorliegenden Er- 
findung durchgefuhrten Experimenten entsprechen. 

Fig. 4 die Hrgebnisse eines Experiments der Freisetzung von Methylenblau aus Mikxokapseln von vemetztern Serum- 
5 albumin gemaB Beschreibung in Beispiel 1 2. Die Figur vereinigt funf Kurven, die die Men gen von zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten freigesetztem Methylenblau; ausgedruckt als prozentuale Menge der anfanglichen Menge (Mittelwerte ± 
Standardabweichung), angeben, Wobei eine dieser Kurven einem ohne Zugabe von P-Cyclodextrinen durchgefiihrtem 
Experiment (Vergleichsprobe), eine einem unter Zugabe von 50 mg aus nicht-vemetzteri P-Cyclodextrinen durchgefuhr- 
tem Experiment und die anderen drei unier enlsprechender Zugabe von 20 mg, 50 mg bzw. 100 mg der Teilchen aus ver- 
10 netzten p-Cyclodextrinen gemaB der vorliegenden Erfindung durchgefuhrten Experimenten entsprechen. 

In deri folgenden Beispielen sind alle Prozente, sofern nicht anders angegeben, auf das Gewicht bezogen. Sofern nicht 
anders angegeben ist die Temperatur Raumtemperatur und der Druck Atmospharendruck. 

Beispiel 1 

15 • . < i ' ' . . ■ f 

StandardprotokoU zur Herstellung von Teilchen aus vemetzten Oligosacchariden oder Monosacchariden in einem Emul- 

sionssystem vom "Wasser-iri-Or-TVp 1 

a) Hs wird eine 10%ige Tx)sung eines Oligosaccharides oder Monosaccharids in 1 M Natriumhydroxidlosung herge- 
20 stellt 

b) 6 ml dieser Losung werden in 30 ml Cyclohexan, das 5% Span 85 enthalt, durch funfminiitiges mechanisches 
Riihren bei einer Geschwindigkeit von 2000/min emulgiert. 

c) Ohne Unterbrechen des Ruhrens werden 40 ml einer 5%igen Losung von Terephlhaloylchlorid in einem Chlo- 
roform/Cyclohexan-Gemisch (1 : 4 (v/v)) zu der Emulsion zugegeben und das Verriihren 30 min fortgesetzt. Nach 

15 Beendigung der Reaktion wird das Reaktionsmedium durch Zugabe von 40 ml Cyclohexan verdiihnt und das Ruh- 

rcn 2-3 min fortgesetzt 

d) Die Mikrokapseln werden anschlieBend durch naturliches Dekantieren oder durch Zentrifugiereri abgetrennt. 

e) Das Sediment wird durch nachfolgendes Resuspendieren in verschiedenen Medien d. h. in Cyclohexan, in 95% 
Ethanol mit 2% zugesetztem Tween 20, in 95% Ethanol und in destilliertem Wasser gewaschen. 

30 - 

Dieses Protokoll wird fur die folgenden Verbihdungen (Sigma, sofem nicht anders angegeben) die als Beispiele ange- 
geben sind, erfolgreich verwendet: 
Beispiel 1 . 1 . P-Cyclodextrine 

Beispiel 1.2. Dextrin (Glucidex 40® oder Glucidex 47®, Roquette) 
is Beispiel 1.3. Rafftnose ; \. 

Beispiel 1.4. Cellobiose 

Beispiel 1.5. Saccharose 

Beispiel 1.6. Maltose 

Beispiel 1.7. Lactose 
40 Beispiel 1.8. Trehalose 

- Beispiel 1.9. Dihydroxyaceton (DHA) 

Beispiel 1.10; D-Fructose 

Beispiel 1.11. Sorbose 

Beispiel 1.12. D-Ribose 

45 Beispiel 1.13. D-Desoxyribose / \ 

Beispiel 1.14. D-Xylose 
- Beispiel 1.15. Paranitrophenyl-beta-D-xylosid 

Beispiel 1.16. D-Arabinose 

Beispiel 1.17. D-Glucose 
50 Beispiel 1.18. D-Mannose 

Beispiel 1.19. D-Galactose 

Beispiel 1. 20. Xylit 

Beispiel 1.21. Erythrit 

Beispiel 1.22. Arabit 
55 Beispiel 1.23. Sorbit 

Beispiel 1.24. Mannit, . ., 

Beispiel 1.25. Dulcit (Galactit)- * 

Beispiel 1.26. Maltit . 

Beispiel 1.27 Gluconsaure 
60 Beispiel 1.28. Gluconolacton 

.Beispiel 1 .29. D-Glucosamin . ' 

Beispiel 1.30. D-Galactosamin 

Beispiel 1.31. D-Glucosarninsulfat 

Beispiel 1.32. D-Galactosaminsulf at \ . 

65 Beispiel 1.33. Saponin aus Seifenrinde ; 
Beispiel 1.34. Guanosin 
Beispiel 1.35. Streptornycinsulfat 
Beispiel 1.36. Riboflavin . 
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Beispiel 1.37. Desoxyribonucleinsaure (DNA) aus Heringssperma (rohe Oligonucleotide) 
Beispiel 1.38. Uridin 

Beispiel 1 .39. Lactit Es wurden kugelformige Teilchen einer GroBe zwischen einigen um und einigen 10 pm (20-90 um) 
erhalten. 

. . * . * ., -S 

Beispiel 2 

yarianten der Hers tellung voir Tfeilchen aus vemetzten Oligosacchariden oder Monosacchariden in einem Ernulsionssy- 

stem vom "Wasser-in-Or-TVp.. 

■ • . io 

1) Die Konzentration an Oligqsaccharid oder Monosaccharid in der waBrigen Phase kann zwischen 2 und 80% 
schwanken. 

2) Die 1 M Natriumhydroxidlosung kann durch Natriumhydroxidlosungen oder Losungen eines anderen alkali - 
schen Mittels, beispielsweise Kaliunihydroxid, die starker konzentriert (2 M, 5 M usw.) oder verdunnter sind, oder 
durch Puffer, die auf einen pH- Wert von groBer 10 gebracht wurden beispielsweise einen Carbonat- oder Phosphat- 15 
puffer eines pH-Werts von 11 ersetzt werden. 

. 3) Das verwendete Oligosaccharid oder Monosaccharid. wird vorzugsweise aus der in Beispiel angegebenen \fer- 
bindungsgruppe ausgewahlt und besteht aus f^Cydc«iextrm, Dextrinen, Raffinose, Disacchariden, wie insbesondere 
Cellobiose, Saccharose, Maltose, T-actose und Trehalose, Monosacchariden, die Ketosen umfassen, wie Dihy- 
droxyaceton (DHA), Fructose und Sorbose, oder Monosaccharide, die Aldosen umfassen, wie Ribose, Desoxyri- 20 
bose, Xylose, Arabinose, Glucose, Mannose und Galactose, Oligosaccharid- oder Monosaccharidderivaten, die ins- 
besondere die entsprechende Polyole umfassen, wie Maltit, im Handel erhaltliche Polyole enthaltende Zubereitun- 
gen, die durch Hydrieren von Produkten der teil weisen Hydrolyse von S larke erhalten wurden, Xylit, Erythrit, Ara- 
bit, Sorbit, Mannit, Dulcit, Lactit oder Galactit, Aminbzuckem, wie Glucosamin, davon abgeleiteten Sauren oder 
Lactonen wie Gluconsaure und Gluconolacton, Ileterosiden, wie Saponin, Antibiotika, wie Streptomycin, Ribofla- 25 
yin, Guanosin oder Adcnosin oder Oligonuclcotidcn oder Oligodcsoxynuclcotidcn. 

Die folgenden Stoffe konnen auch verwendet werden: 

. — weitere Cyclodextrine, wie alpha-Cyclodextrin und gamma-Cyclodextrin, Cydodextrinderivate, wie Hydroxy- 30 
ethyl-P-cyclodextrin und Hya^xypropyl-p-cyclodextrine (2-HP-f-CD, 3-HP-p-CD, 2,3-HP-p-CD) und ver- 
zweigte Cyclodextrine, wie Glucosyl-P-CD, Diglucosyl-P-CD, Maltosyl-P-CD und Dimaltosyl-P-CD, 

- Gemische aus Oligosacchariden, beispielsweise die von Roquette unter der Bezeichnung Glucidex® vertriebenen 
Produkte, die verschiedene Anteile an Glucose, Maltose und Maltodextrinen enthalten 

- Im Handel erhaldiche Zubereitungen, die Polyole enthalten, beispielsweise Neosorb 70 s (70% Sorbit, Roquette), 35 
-■ Desoxyribonucleoside, wie Desoxyguanosin und Desoxycytidin, synthetische andvirale oder Antitumor-Nucleo- 
side, Stmkturanaloge natiirlicher Nucleoside, wie Adenosin- und Desoxyadenosinanaloge und Cytidin- und I>es- 
oxycy tidinanaloge, Mononucleotide und Oligonucleotide, sowie Monodesoxynucleotide und Oligodesoxynucleo- 
tide. . ' " 

4) Die hydrophobe Phase kann aus cincm wcitcrcn organischen Losungsmittcl oder Gcmisch von Losungsmittcln, 40 
festen Olen, wie 2-Ethylhexylcocoat, oder anderen Gemischen, die dem Fachmann auf dem einschlagigen Fachge- 
biet wohlbekarint sind, bestehen. Die Art und der prozentuale Anteil an zugesetztem grenzflachenaktivem Mittel 
kann auch schwanken. 

5) Die TeilchengroBe wird durch Verandern der Art und des prozentualen Anteils des grenzflachenaktiven Mittels 
und/oder der Ruhrgeschwindigkeit eingestellt. Sie kann 1 um oder weniger bei Rotationsgeschwindigkeiten von 45 
15.000 bis 20.000/min betragen. 

Beispiel 3 

■ ' ■ 50 

Stabilitatsexperiinente mil Tfeilchen aus vernetzlen Obgosacchariden oder Monosacchariden in einem Emulsionssystem 

vom "Wasser-in-Or-TVp 

Expcrimcntcllcs Vorgchcn 
• • ' . 55 

Proben der in destilliertem Wasser susperidierten Teilchen werden in einen Ofen bei 45°C gestellt. Die Proben werden 
in regelmaBigen Abstanden beobachtet, um jede Anderung der Farbe und des Ausseheris nachzu weisen und um die Klar- 
heit des tJberstands zu untersuchen. Die Unversehrtheit der Teilchen wird durch mikroskopische Untersuchung uber- 
wacht. 

• ' * • " fl> 

Hrgehnisse 

Die folgenden Teilchen wurden untersucht: 
♦Tfeilchen aus 

vemetzten ^Cyclodextrinen gemaB Beispiel 1.1.; 65 
vernetzter Saccharose gemafi Beispiel 1.5.; 
vernetztem DHA gemafi Beispiel 1.9.; 

vernetzter Fructose gcmaB Beispiel 1.10.; , 
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. vernetztem Mannit gemaB Beispiel 1.24; . ' 

. vemetztem Glucosamin gemaB Beispiel 1.29 und \ m ' ' 

vernetztem Saponin gemaB Beispiel 1.33. 

Bei der Mehrzahl der Teilchen wurde eine Stabilitat von mehr als drei Monaten beobachtet: Die Farbe des 'leilchen- 
5 sediments blieb unverandert (weiB oder cremefarben), der trberstand 1st War und farblos und eine mikroskopische Un- 
tersuchung zeigt intakte Teilchen. 

Bei DHA-Teilchen betragt die Stabilitat mehr als vier Monate und bei Teilchen aus vernetztem Mannit betragt die Sta- 
bilitat mehr als sechs Wochen. 

♦Teilchen aus vemelzlen 0-Cyclodexlrinen gemaB Beispiel 1.1. mil der Ausnahme, daB die Cyclodexlrinkonzenu*alip- 
10 nen 7,5 bzw. 5% betrugen: Es wird eine Stabilitat von mehr als drei Monaten beobachtet. 

♦Weitere Teilchen wurden gemaB Beispiel 1 hergestellt mit der Ausnahme, daB die l-M-Natriumhydroxidl6sung 
durch einen Carbonatpuffer eines pH-Werts von 11 ersetzt wurde. Beispiele fur solche Teilchen sind: Teilchen aus ver- 
netzten P^Cyclodextrinen, die mit 10% bzw. 5% Cyciodextrinen hergestellt wurden: Stabilitat mehr als 10 Wochen. 
Teilchen aus vemetzter Saccharose: Stabilitat yon mehr als einem Monat. 
15 Teilchen aus vernetztem DHA: Stabilitat mehr als 3 Monate. 

. Beispiel 4 

Expert mente beziiglich der hi ologischen Abbaubarkei t bei Teilchen aus vernetzten Oli gosacchariden oder Monosaccha- 
20 riden in einem Emulsionssystem vom M Wasser-in-Or-Typ 

Die Teilchen werden gemaB Beschreibung in Beispiel 1 hergestellt mit der Ausnahme, daB die Riihrgeschwindigkeit 
auf 5000/min erhohl wird. 

25 a) Abbau der Teilchen in Blutplasma 

Experimentelles Protbkoll 

Gefrorenes Humanplasma (Centre de Transfusion Sanguine de Reims) wird verwendet, das zum Zeitpunkt der Afer- 
30 wendung aufgetaut wird. 50 mg filtrierte frische Teilchen werden in ein Testrbhr eingefullt und in 5 ml Blutplasma dis- 
pergiert. Das Rohrchen wird in ein 37°C warmes Wasserbad gegeben. Ein Magnetriihren wird durchgeftihrt. Der Abbau 
wird unter einem Lichtmikroskop durch Vergleichen mit einem Vergleichsrohrchen, das durch Dispergieren von 50 mg 
Teilchen in Phosphatpuffer eines pH-Werts von ^7,4 hergestellt wurde, verfolgt. 

35 Ergebnisse t . . 

♦Teilchen aus vemelzlen P-Cyclodexlrinen: Der Abbau beginnt nach 5 h. Sehr reichlich Bruchstucke und otfene Teil- 
chen nach 24 h. Zum Vergleich wird in dem Vergleichsrohrchen, das den Puffer eines pH-Werts von 7,4 enthalt, kein Ab- 
bau festgestellt. . ■ , 
40 *Tcilchch aus vcrnctztcr Saccharose: Abbau beginnt nach 3 h. Sehr rcichlichc Bruchstucke der Teilchen nach 24 h; 
Abbau sehr ausgepragt, verglichen mit dem Vergleichsrohrchen, in denk die Teilchen intakt sind. ; 

♦Teilchen aus vernetztem DHA: Langsamer Abbau, der das Auftreten einer braunen Farbung bedingt. Die yerfarbung 
ist nach 48 h sehr ausgepragt. Dies deutet daraufhin, daB das freigesetzte DHA mit den Plasmaproteinen reagiert hat. ^ 
♦Teilchen aus vemetzter Glucose: Nach 1 h verlieren die Teilchen ihre kugelformige Form und werden ellipsoid. Ein 
45 langsamer Abbau wird beobachtet Nach 24 h sind kleine Fragmente sowie oftene Mikrokapselh sichtbar. 

♦Teilchen aus vernetztem Mannit: Der Abbau beginnt nach 3 h. Sehr reichlich Bruchstucke und offene Teilchen nach 
• 24 h. Kein Abbau irh Vergleichsrohrchen. 

♦Teilchen aus vernetztem Glucosamin: Langsamer Abbau und das Vorhandensein yon Bruchstucken nach 24 h. 
♦Teilchen aus vernetztem Saponin: Abbau beginnt nach 2 h: Vorhandensein von Bruchstucken. Nach 24 h haben sich 
50 aile Teilchen zu kleinen Fragmenten abgebaut ' 

Diese Experimenle zeigen, daB die den Gegenstand der vorliegenden Erfindung bildenden Tfeilchen biologisch abbau- 
bar sind. Wahrend sie nach einer langeren Inkubation in einem Puffer eines pH-Werts von 7,4 intakt bleiben, werden sie 
im allgemeinen in Blutplasma abgebaut Dies zeigt eine Sensibilitat gegeniiber der Einwirkung von Plasmaesteraasen, 
die Estcrbindungcn aufbrcchen, die durch das Vcrnctzungsmittcl mit den Hydroxylgruppcn der Monosaccharide oder 
55 Oligosaccharide oder den Deriyaten hiervon gebildet wurden. 



b) Abbau der Teilchen aus vemetzter Saccharose durch Invertase 



60 



65 



Invertase .(Handel ski asse V, Backerhefe, STGMA), die in Form einer i%igen Dispersion in Acetatpuffer eines pH- 
Werts von 4^9 verwendet wird. 

Experimentelles Protokoll 

50 mg filtrierte frische Teilchen werden in ein Testrohrchen eingebracht und 5 ml einer l%igen Dispersion von Inver- 
tase in Acetatpuffer zugegeben. Das Rohrchen wird in ein 37°C warmes Wasserbad gegeben, Ein Magnetriihrer wird in- 
stallicrt. Der Abbau wird unter einem Lichtmikroskop durch Vergleichen mit einem Vergleichsrohrchen, das durch Di- 



12 



DE 199 32 216 A 1 



spergieren von 50 mg Teilchen in Acetatpuffer. eines pH-Werts von 4,9 hergestellt wurde, verfolgt. 

Dariiber hinaus wird das Auf treten von Glucose im Medium mit Hilfe des Clinistix®-Tests (BAYER) sichtbar ge- 
macht: Eine Rosafarbung eines Glucoseoxidaseteststreifen's farbt sich in Gegenwart von Glucose violett. 

Ergebnis 5 

Nach 6 h: Beginn eines Teilchenabbaus im lichtmikroskop sichtbar. Der Clinistix-Test ist positiv: Violette Farbiing, 
Ergebnis: . ' 

Nach 24 h verbleiben lediglich einige isolierte Teilchen intakt. Der Clinislix-Tfest liefert ein posiuveres Ergebnis: Die 
Verfarbung ist rein violett, Ergebnis: ++. Die Teilchen aus vernetzter Saccharose, die nach Inkubation in Puffer alleine in- 10 
takt bleiben werden durcb die Invertase, ein Enzym mit der Fahigkeit zum Abbau von Saccharose zu Glucose und Fruc- 
tose, angegriffen. 

Beispiel 5 

Standardprotokoll zur Herstellung von Teilchen aus vernetzten Oligosacchariden Oder Monosacchariden in einem Emul- 
. sionssystem vom M Ol-in-Wasser"-Typ 

a) Herstellung der einzukapselnden Ol phase: 

0,6 ml Sebacoylchlorid werden zu 5,4 ml OlivenoLzugegeben, worauf die Bestandteile gemischt werden. b) Her- 20 
stellung def wafirigen Phase: 

30 ml einer 20%igen LOsung von Saccharose in 1 M Natriunahydroxidldsung. werden hergestellt. c) Emulgieren/ 
Vemetzen: 

Die 6 ml oliges Gemisch werden in 30 ml der waBrigen Phase durch R.uhren bei 2000/min emulgiert, wobei das 
Ruhren 1 h durchgefuhrt wird. 25 

d) Die Teilchen wcrdcrt.aus dem Rcaktionsmcdium bcispiclswcisc durch Zcntrifugation abgctrennt. 

e) Waschen: 4 
Die Teilchen werden mehrmals mit desulhertem Wasser gewaschen. 

Beispiel 6 30 

Charakteristische Eigenschaften der Tfeilchen aus Vernetzten Oligosacchariden oder Monosacchariden in einem Emulsi- 

onssystem vom "Ol-in-Wasser"-Typ . 

Herstellung der Teilchen: 35 
Die folgenden Chargen von Teilchen wurden hergestellt: 

*Qiarge 1: Teilchen aus vemelzter Saccharose geinafi Beispiel 5. 

♦Charge 2: Teilchen aus vernetzter Saccharose gemaB Beispiel 5, mit der Ausnahme, daB die Saccharosekonzentration 
in der waBrigen Phase auf 30% erhoht wurde und die Geschwindigkeit auf 5000/rnin erhoht wurde. 

♦Qiargc 3: Hergestellt cntsprcchcnd Charge 1 , mit der Ausnahme, daB die Saccharose durch Mannit (20%) crsctzt und 40 
die Ruhrgeschwindigkeit auf 5000/min erhoht wurde. 

♦Charge 4: Hergestellt entsprechend Charge 2, mit der Ausnahme, daB die Saccharose durch Sorbit ersetzt wurde, die 
Konzentration auf 30% erhoht wurde und die Ruhrgeschwindigkeit auf 5000/min erhoht wurde. 

Charakteristische Eigenschaften der Teilchen 45 

Tn alien Fallen wird ein cremefarbiger ttberstand erhalten, der aus Mikrokapseln besteht, die jeweils ein Oltropfchen 
enthalten. Eine mikroskopische Untersuchung zeigt, daB alles Ol eingekapselt wurde. Die Mikrokapseln erscheinen als 
Ktigelchen mit Durchmessem von 20-150 um mit einer ausgepra'gten graufarbigen Membran. Ein auf den Mikroskop- 
beobachtungsobjekttrager ausgetlbter hoher Druck fUhrt zu einem Zerbrechen der Mikrokapseln unter Freisetzen des ein- 50 
gekapselten Ols und einer Beobachlung der Membran; die dann wie ein gerissener durchsichtiger Beutel aussieht. 

Stabilitatstestbei45°C ' 

Der Test wird mit den Chargen 2 und 4 in der im Beispiel 3 beschriebenen Weise durchgefuhrt. 55 
Ergebnisse: Die Mikrokapseln der Charge 2 sind mindestens 5 Wochen bei 45° N C und die Mikrokapseln der Charge 4 
mindestens 3 Wochen stabil. 

Beispiel 7 , 

"60 . 

- Charakteristische Kigenschaften der Mikroleilchen aus vernet7ien P-CyclodextrinenO-CD) als Funktion der Herstel- 

lungsparameter 

1) Morphologie - 

. , . 65 

Diese wird mit Hilfe eines Lichtmikroskops und eines Rasterelektronenmikroskops untersucht. . 

- lichtmikroskop: 
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Die gemaB Beispiel 1 hergestellten Teildhen (10% P-CD, 2000/min) nehmen die Form eines weifien Sediments an. 
Dies wird aus kugelforrnigen Teilchen mit fleckigem Inhalt und einer ausgepragten Membran gebiWet. Bei 7,5% P- 
CD (NP 143) besitzen die Teilchen eih vergleichbares Aussehen. Bei 5% p-CD (NP 50 bis) werden Vesikel mit kla- 
rem Inhalt erhalten. 

Das Ersetzen der 1 M Natriurnhydroxidlosung durch einen Puffer eines pH-Werts von 1 1 liefert abermals kueelfor- 
mige Teilchen mit kornigem Inhalt. ~ ■< ■ * 

- Rasterelektronenmikroskop: 

Die Untersuchung erfolgt mit lyophilisierten Teilchen. Unter all den obigen Bedingungen zeigt die Untersuchung 
Tfeilchen nut emer kondnuierlichen Membran, die aufgrund der Lyophilisierung koUabiert. Beispielsweise zeigt 
Fjg, 1 unter den Bedingungen yon Beispiel 1 hergestellte Mikroteilchen. Es sei darauf hingewiesen, daB bei Resus- 
pendieren dieser lyophilisierten Teilchen in Wasser diese rasch ihre kugelfdrmige Form durch Quellen mit Wasser 



wiedergewinnen. 

15 2) GroBe 



Diese wird durch eine Laserdiffraktionstechnik (Coulter LS 200 Granulometer, Coultrohics) bestimmt. Die Ergebnisse 
werden als Volumen/Durchmesser der Teilchen (Standardabweichung) angegeben. 



Ergebnisse 



%0-CD 


WaBrifte Phase 


RuHrgeschwindiftkeit 


Mittlere GroBe in urn (SD) 


10% 


1 M Natriumhydroxidlosung 


2000/min 


34,26(22,9) 


10% 


1 M Natriumhydroxidlosung 


5000/min 


11,28 (5,98) 


7,5% 


1 M Natriurnhydroxidlosung 


2000/min 


21,65 (10,6) 


7,5% 


1 M Natriurnhydroxidlosung 


5000/min 


8,40(4,25) 


5% 


1 M Natriurnhydroxidlosung 


2000/min 


20,69(12) 



Wie erwartet nimmt die TeilchengroBe mit Erhohung der Riihrgeschwindigkeit ab. Ferner nimmt die TeilchengroBe 
35 ab, wenn die Konzentration der P-Cyclodextrine abnimmt. 

.... 3) Infrarotspektrum 

Verfahren: Die Infxarotspektren wurden nach der KBr-Scheibentechnik unter Verwendung eines FTIR-Spektrometers 
40 (BOMEM, MB-Scric) bestimmt ' , 

Ergebnisse: Beispielsweise vergleicht Fig. 2 das mit nicht-vemetztem P-CD erhaltene IR-Spektrum (Spektrum a) mit 
dem IR-Spektrum von Teilchen, die gemaB Beispiel 1, mit der Ausnahme, daB die P-CD-Konzentration 7,5% betragt und 
die Ruhrgeschwindigkeit 5000/min betragt, hergestellt wurden (Spektrum b). . 

Die Hauptunterschiede zwischen deh beiden Spektren sind das Auftreten von Banden bei 1724 cm" 1 , 1280cm" 1 und 
45 CD ° m im Spektmm der Teilchen ( b >- ^ ies deutet auf die Bildung von Esterbindungen der Hydroxylgruppen des p- 

-;. 4) P-CD-GehaltderTeUchen: Besnmmungd^ 

5 ° . . Verfahren . 

Die in den Teilchen enthaltene p-CD-Menge wurde durch optische Rotation des P-CD gemafi Beschreibung beispiels- 
weise yon N. Behar et aL (S.T.R Pharma, 1987, 3, 237-247) in einer an Pblymere gebundenes P-CD betreffenden Unter- 
suchung gemcsscn. Die crstc Stufc ist cine vollstandigc Hydrolysc der lyophilisierten Teilchen (60 mg) in 0,5 M Natri- 
55 umhydroxidlosung (3 ml) nach 45-minutigem Riihren bei 20°C. Das Gernisch wird durch Zugabe von 0,25 M HQ neu- 
tralisiert und mit destUHertem Wasser auf 12ml aufgefiillt. Die Losung (entspricht 0,5% Teilchen) wird anschlieBend 
tiber eine 0,22- um-Membran filtriert. 

Die Losung wurde durch Polarimetrie untersucht und nut nicht-vemetztem p-CD verglichen. Es wurde mit nicht-ver- 
netztem p-CD verifiziert, daB die Behandlung mit 0,5 M Natriurnhydroxidlosung die Ergebnisse der polarimetrischen 
60 Messungen nicht modifiziert. 



Das Experiment erfolgte mit zwei Chargen von Teilchen, die gemaB Beispiel 1 , mit der Ausnahme, daB die P-CD-Tx>- 
ng 7,5%betrug und die Ruhrgeschwindigkeit 5000/nmi betnig, hergestem 

Der restliche Feuchtigkeitsgehalt dieser beiden Chargen wurde mittels eines Feuchtigkeitsanalysators Cfyp HR 73, 
Halogen Moisture Analyzer, Mettler Toledo) bestimmt, uni die Ergebnisse mit dem Gewicht der trockehen Teilchen in 



sung 
De 
. Halo, 
65 Verbindimg zu setzen, 



Ergebnisse 
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0-CD-Gehalt der Teilchen (in % "des Trockengewichts) 



Charge 1 68,7% 
Charge 2 . 67,4% 
Mittelwert 68% 



Die Teilchen enthalten somit 68% Gew.-% p-CD und 32 Gew.-% Terephlthalat. Dies entspricht, bezogen auf die Mo- 
lekularge wichte, einem Mittel von 3 ,2 mol Terephthalat pro mol P-CD. 

Beispiel 8* 

Bewertung der Komplexierungseigenschaften der Teilchen aus veraetzten p-Cyclodextririen gegeniiber Paranitrophenol 

und Besdmrnung des Eihflusses der Herstellungspararneter 

1) Komplexierungseigenschaften einer Referenzcharge: Schwankungen hinsichtlich der Probe und der Komplexierungs- 

zeit . • . '* 

*Die ausgewah1te Referenzcharge wird gemafi Beispiel 1, jedoch mit. 7,5% P-Cyclodextrinen (7,5% P-CD in 1 MNa- 
triumhydroxidlosung, ; Ruhrgeschwindigkeit 2000/min) hergestellt. 

*Verschiedene Proben der Mikroteilchen werden bei 20°C in 1 mmol einer auf einen pH-Wert von 4 gepufferten Pa- 
ranitrophenol (pNP)-L6sung unter RUhren inkubiert. AnschlieBend wird zii bestimmten Zeitintervalien die Rest-pNP- 
Konzenlralion iin Obersland durch Spektrophotomelrie untersuchL, bis ein Gleichgewichl erreicht ist. Die Messungen 
der optischen Dichte werden verwendet, um die Rest-pNP-Konzentration herzuleiten, aus der die durch die Mikrokap- 
seln gebundene pNP-Merige berechnet wird. Dies wird erstens durch den Prozentsatz der anfanglichen pNP-Menge und 
zwcitcns in pro g Mikrokapscln gcbundcncr Mcngc in umdl ausgcdriickt. 

Protokoll 

Steigende Mengen an Mikroteilchen (10, 20, 50 und 100 mg) werden unter Ruhren mit einem Magnetriihrer in Abwe- 
senheit von Licht iiber eine zunehmende Zeit hinweg bei Raumtemperatur in 10 ml einer 1 mmolaren Losung von pNP in 
Acetatpuffer eines pH-Werts von 4 inkubiert. Eine Inkubation erfolgt pro Gewichtsmenge und pro Kontaktzeit, wobei je- 
des Rxperiment. wiederholt wird. Nach dem Tnkubieren wird die Suspension zentrifugiert. 300 pi des Oberstands werden 
mit 2,7 ml Acetatpuffer eines pH-Werts von 4 und anschlieBend 3 ml 0,25. M Natriumhydroxidiosung versetzt. Das Ge T 
misch wird durch eine Membran einer Porositat von 0,22 pm filtriert. Die opusche Dichte wird bei 405 nm gegen eine 
ohne pNP hergestellte Blindprobe gemessen. Das ganze Experiment wird mit einer neuen Charge von Mikroteilchen 
wiederholL 

. Ergebnisse 

Bindung von Paranitrophenol durch Mikroteilchen aus .verhetztem P-CD: EinfluB der Probe und der Inkubationszeit 



Gebundene Menge pNP in %/^imol pro g Teilchen* 

Inkubationszeit 



. Wie erwartet steigt bei Erhohung der verwendeten Mikrokapselmenge auch die Menge angebundenem pNP, ausge- 
driickt in % der urspriinglich Vorhandenen Menge. Es ist ferner darauf hinzuweisen, daB wenn die Mengen an gebunde- 
nem pNP in pmbl pro g Mikrokapseln ausgedriickt werden, diese Mengen mit Erhohung der verwendeten Mikrokapsel- 
gewichtsmenge abnehmen. Das pNP breitet sich zwischen den Teilchen mehr aus, wenn ihre Zahl zuriimmt. SchlieBlich 
wird beobachtet, da8 rasch ein Gleichgewicht erreicht wird: Die Werte schwanken nicht stark nach einer Kontaktzeit. von 
5 min, das Plateau wird nach 1 h erreicht 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 





5 min 


10 min 


30 min 


!h 


24 h 




Probe ! 0 mg 


13/128 


12/119 


13/134 


14/145 


11/111 




- 20 mg 


19/96 


20/98 


21/106 


24/121 


21/103 \ 


50 


50 mg 


36/72 . 


. 38/76 


. 35/69 


42/83 


^ 42/83 




100 mg 


55/55 


53/53 


54/54 


57/57 


61/61 




* Mittelwert aus vier Bestimmungen 
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2) EinfluB der Herstellungsparameter der Mikroteilcheh auf die KomplexierungseigenscHaften (bei einer einstundigen 

Inkubation) * * ! - 

' V . Protokoll . . v 

Die folgenden Bedingungen wurden fur diese IJhtefsuchun^ ; 
Ftirjeden imtereuchten Parameter wurden die Komplexiera 

chen Chargen bewertet, wobei zwei unterschiedliche Inkubationen fur jede Charge durchgefUhrt wurderi. Dies ermog- 
lichl ein Verifizieren der Reprpdiizierbarkeil der erhallenen Ergebnisse. 
10 DiefolgendeaSchwankuhgenmirden iiutderReferenzcharge(7,5% ^CD, 2(X)0/iiiin) bei zweimaliger Reproduktion 
(Chargen 1 und 2) untersucht: 

- Schwankungen der Konzentratibn von p-CD in der wa^rigen Phase: Erfiohung auf 10% (Chargen 3 und 4)^ 
Abnahme auf 5% (Chargen 5 und 6). ' 

15 - Erhohung der Ruhrgeschwindigkeit auf 5000/min (Chargen 7 und 8) 

- Verringerung der Konzentradon an Terephthaloylchlorid auf 2,5% (Chargen 9 und 10) * .. 

Der mittlere Durchmesser aller dieser Teilcheri dieser Chargen wurde mittels eines Coulter-LS 200-Granulometers 
; bestimmt. 

• Ergebnisse ' 



a) Bindung von pNP wahrend 1 h durch die Referenzchargen: Chargen 1 und 2 (7,5% p-CD; TC: 5%; Ruhrgeschwindig- 
25 keit: 2000/rnin) v 





Charge 


Charge 1 




Charge 2 


30 


Mittlere.TeilchengroGe ' 
(Standardabweichung) 


28,02(17,1) 




24,8 ( 13,7) 






Test 1 Test 2 




Test 1 Test 2 


35 


Gebundenes pNP in ^rriol/g 


83,6 83,6 




82.6 84,5 


Mittelwert der Chargen 1 und 2 




83 




40 


b) Bindung von pNP wahrend 1 h durch die Chargen 3 und 4: Erhohung der Konzentradon von f^CD (10% p-CD; TC: 

5%; Ruhrgeschwindigkeit: 2000/min) V 




Charge 


Charge 3 




Charge 4 


45 


Mittlere TeilchengroBe 


34,26(22,9) 




35,3 (20,4) 


(Standardabweichung) 












Test 1 Test 2 




Test 1 Test 2 


50 


Gebundenes pNP in nmol/g 


79,8 72,2 




. 79,4 75,4 


Mittelwert der Chargen 3 und 4 




77 




55 


c) Bindung von pNP wahrend 1 h durch die Chargen 5 und 6: Verringerung der Konzcntration an p-CD (5% P-CD; TC: 

5%; Ruhrgeschwindigkeit: 2000/min) • 




Charge 


Charge 5 




Charge 6 


60 


Mittlere TeilchengroGe 


20,69(12) 




22,4(10) 


(Standardabwei chung) 












Test I ■. . Test 2 




Test 1 Test 2 


65 


Gebundenes pNP in umol/g 


93,4 91,6 




93,4 \ 89,8 


Mittelwert der Chargen 5 und 6 




92 
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d) Bindung von pNP wahrend 1 h (lurch die Chargen 7 und 8: Erhohung der Ruhrgeschwindigkeit (7,5% p-CD; TC: 5%; 
■ * ' . . Riihrgeschwindigkeit: 5000/min) 


Chsrge 


i^narge / 


unarge © 


Mittlere TeilchengroBe 


11.36(10) 


10,43.(7,37) 


(Standardabweichung) 








Test 1 Test 2 


Test.l Test 2 


Cebundenes pNP in umol/g 


99,0 97,0 


97,4 97,6 


Mittelwert der Chargen 7 und 8 


98 




e) Bindung von pNP wahrend 1 h durch die Chargen 9 und 10: Verringerung der Konzentration an Tbrephthaloylchlorid 

auf 2,5% (7,5% p-CD; Riihrgeschwindigkeit: 2000/min) 


Charge 


Charge 9 


Charge 10 


Mittlere Teilchengrofle 


29,53(14,7) 


30.4 (16,2) 


(Staridardabweichung) : 




✓ 




Test 1 Test 2 


Test 1 Test 2 


Gebundenes pNP in umol/g 


87,6 85,8 


82,2 84,8 


Mittelwert der Chargen 9 und 10 


85 





Verglichen mit der Referenzcharge, die 83 umol pro g bindet, ist so darauf hinzuweisen; daB die Komplexierungsei- 30 
genschaften mit der Konzentration von P-CD in der waBrigen Phase' schwanken: Sie werden bei 10% verringert 
(77 umol/g) und bei 5% erhoht (92 umol/g). 

Des weiteren stellt die Rrhohung der Riihrgeschwindigkeit, die Mikrokapseln kleinerer GrbBe und sornit grtiBerer 
Oberflache liefert, einen giinstigen Faktor dar (98 urnol/g). Andererseits fuhrt eine Verringerung der Konzentration des 
Vernetzurigsmittels auf 2,5% zu keiner Modification der Komplexierungseigenschaften. 35 

. Beispiel 9 . 

Bewertung der Komplexierungseigenschaften von Teilchen aus vemetzten P-Cyclodextrinen gegemiber Propanoloi 

40 

Propanoloi ist ein Arzneimittel, das das adrenerge System blockiert. Es wurde aufgrund seiner hohen Loslichkeit in 
Wasser und seiner hohen Affinitat fiir P-CD aufgrund der Tatsache, daB die Naphthalingruppe des Molekuls in den hy- * 
drophoben Hohlraum von P-CD paBt (Behar et al., S.T.R Pharma, 1987, 3, 237-247) fur diese Untersuchung ausgewahlt. 

Protokoll . • 45 . 

p-CD-Teilchen wurden aus einer 7,5%igen Txxsung in 1 M Natriumhydroxidlosung bei einer Riihrgeschwindigkeit von 
5000/min. hergestellt. Die Kornplexierungseigenschaflen wurden nach Ruhren einer 10-mg-Probe aus lyophilisierten 
Teilchen in 10 ml einer 1 rhmolaren oder 2 mmolaren Ldsung von Propanoloi in Phosphatpuffer eines pH-Werts von 7,4 
in Abwesenheit von Licht bewertet. Nach diesem Kontakt wurde die Suspension zentrifugiert, der tJberstand gewonnen 50 
und das nichl gebundene Propanoloi durch UV-Spektropholomeuie bei 290 nm gemessen. Bei jeder der beideri Propane^ 
lolkonzentrationen wurden zwei Chargen untersucht und zwei Tests pro Charge durchgefuhrt Die Ergebnisse sind in., 
pmol gebundenes Propanoloi pro g trockene Mikrokapseln ausgedruckt. 

55 
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Ergebnisse 

Durch p-CD-Mikrokapseln nach einsttindiger Inkubation in 10 ml einer 1 mmol oder 2 mmol Propanolol-Ldsung gebun- 
, denes Propanolol (in umol/g) , 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Titer der Propanolol-Losung 




1 mmol 




2 mmol 




Chargen-Nr. 


1 




2'- ' 


3 


4 


Gebundenes Propanolol 












(^mol/g) 












Test 1 


509 




492 


835 


794 


Test! 


495 




485 


805 i 


811 


Mittelweit 




495 




811 





Diese Ergebnisse bleiben unverandert^ wenn die Tnkubation auf 2 oder 3 h verlangert wird. 

Beispiel 10 

Reversibilitat der Komplexierung von Propanolol durch Teilchen aus vemelzlen P-Cyclodexlrinen und Wiederverw en- 
dung 

Die p-CD-Tcilchcn wurdcn gemafi Bcschrcibung in Bcispicl 9 hcrgcstcllt und lyophilisicrt. 

IJfntersuchungsprotokoll 
1) Komplexierungsstufe 

Eine 10-mg-Probe aus Mikrokapseln wurde in 10 ml einer 1 mmolaren Losung von Propanolol in Phosphatpuffer ei- 
nes pH-Werts von 7,4 inkubiert. Nach einstiindigenv Riihren wurde die Suspension zentrifugiert und das Propanolol im 
Uberstand gemessen. 

2) Dekomplexierungsstufe 



Die abzentrifiigierten Mikrbteilchen wurden in 50 ml Phosphatpuffer eines pH-Werts von 7,4 dispergiert und 15 min 
mit Ililfe eines Magnetriihrers verruhrt. Sie wurden anschliefiend aus dem Medium abgetrennt. Das in den Uberstand 
40 frcigcsctztc Propanolol wurde gemessen. 

Die Teilchen wurden anschliefiend in 50 ml frischem Puffer redispergiert Nach einem 15-miniitigen Riihren mit ei- 
nem Magnetriihrer wurden sie aus denk Medium abgetrennt und abermals in 50 mi frischem Puffer inkubiert. Nach die- 
ser Behandiung zeigt eine spektrophotometrische Bestimmung des in den Puffer freigesetzten Propanolols, dafi alles Pro- 
panolol aus dem Komplex mit denk veraetzten PrCD freigesetzt wurde. 

45 ' •• 

3) Wiederverwendung der Mikrqteilchen fiir eine weitere Komplexierung 

Die obigen Mikroteilchen, aus denen das Propanolol entfemt worden war, wurden abermals in 10 ml einer 1-mmol- 
Losung von Propanolol in einem Phosphatpuffer eines pH- Werts von 7,4 inkubiert. Nach einstundigem VerrOhren wurde 
50 die Suspension zentrifugiert und das Propanolol im tjberstand gemessen. Das Experiment wurde wiederholt 



Ergebnisse 



♦Test Nr. 1: 



55 



60 



65 



- Durch 10 mg der Teilchen wahrend der Komplexierungsstufe 1 gebundene Propanololmenge: 514 umol/g trok- 
kene Teilchen. \ 

- Durch 10 mg der Teilchen in der Wiederverwendungsstufe 3 nach dreimaligem Waschen in der Dekomplexie- 
rungsstufe gebundene Propanololmenge: 517 umol/g. 

*TestNr. 2: . 

- Durch 10 mg der Teilchen wahrend der Komplexierungsstufe 1 gebundene Propanololmenge: 512 umol/g trok- 
kene Teilchen. 

- Durch 10 mg der Teilchen in der Wiederverwendungsstufe 3 nach dreimaligem Waschen in der Dekomplexie- 
rungsstufe gebundene Propanololmenge: 523 umol/g. 

• .* \ - , . • . . / 

Dieses Experiment zcigt, dafi die p-CD-Tcilchcn mit cincr Substanz bcladcn und anschliefiend cntladcn und mit dcr- 
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selben EinschluBkapazitat wiederverwendet werden konnen. 

Beispiel 11 

Dialy.set.est mit einer Propanolol -Txxsung, die steigende GewichLsmengen von Teilchen aus vemetzten 0-Cyclodextri- 5 
nen enthalt: Nachweis einer langsameren Freisetzung des aktiven Wirkstoffs Behar et al. (S.T.P. Pharma, 1987, 3, 
237-247) zeigten unter Verwendung von Propanolol, daB an lbsliche oder unl6sliche Polymere gebundenes 0-CD eine 
Verlangsamung der Diffusion dieses aktiven Wirks toffs durch eine Dialysemembran errndglicht wobei das Polymer 
(und der Koinplex aus dem aktiven Wirkslofl* und dem an das Polymer gebundenen P-CD) nicht in der Lage ist, durch die 
Membran hindurchzutreten. * 10 - 

Ein vergleichbares Experiment wurde mit den Mikroteilchen aus vernetztem 0-CD (hergestelit gemaB Beispiei 9) 
durchgefiihrt. ' . 



Protokoll 

1) Stufe, die eine Komplexierung des Propariolols durch die Teilchen umfaBt 







% freigesetztes Propanolol: Mittelwert (Standardabwei chung) nach 








30 


Ih 


1 h 


2 h 


3h 


4h 


5h 


6h 


7h 


8h 




min 




30 min 
















Vergleichs- 
probe ohne 
Teilchen 


21,1 
(2) 


37,8 


50,1 
(1-6) 


60,2 
(0,7) 


74,7 
(0,5) 


82,2 
(0,6) 


87.1 
(0,7) 


90 
(0,7) 


91.7 
(0.5) 


93,3 
(0,2) 


10 mg der 
Teilchen 


12,9 
(0,6) 


24,2 
(0,5) 


33 
(0;7) 


40,9 
(1,2) 


52,6 
(1,7) 


59,7 
(1,9) 


65, 1 
(1,8) 


68,9 
(2,1) 


71,7 
(2.5) 


74 
(2,6) 


50 mg der 
Teilchen 


3,5 


6,9 
(0,3) 


10,2 
(0.4) 


13.1 
(0,7) 


17,9 
" (0,6) 


22,8 
(0,8) 


25.8 
(0,6) 


28,5 
(0,8) 


31,3 
(0,9) 


33,5 
(U) 
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Eine Probe aus 10 mg bzw. 50 mg lyophilisierten Mikroteilchen wurde in 10. ml einer 2 millimolaren Losung von Pro- 
panolol in einem Phosphatpuffer eines pH-Wertx von 7,4 inkubiert. AnschtieBend wurde 1 h bei Raumtemperatur in Ab- 
wesenheit von Licht geruhrt. , , 20 

2) Untersuchung der Diffusion des Propanolols durch die Dialysemembran 

Die 10 ml der Suspension der ^-CD-Mikrbteilchen in der Propanolol-Losung werden in ein Dialyserohr (SPECTRA 
POR: Celluloseestermembran, Molekul-cut-ofF: 5000, Durchmessen 15 mm), das zuvbr mit einem Phosphatpuffer eines 25 
pH-Wcrts von 7,4 gcspult wordcn war, cingcbracht. Das Rohr wird mit zwci Clips vcrschlosscn, wpbci der untcrc ma- 
gnetisch ist und ein Ruhren des Systems erlaubt. Dieses Rohr wird anschlieBend in ein Becherglas eingebracht, das 
140 ml Phosphatpuffer eines pH-Werts von 7,4 enthalt Das Ganze wird in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt und ein 
Ruhren mit dem Magnetriihrer gestartet. 

Proben des Freisetzungsmediurns werden in regelmafligen Zeitabstanden entnommen, so daB das Propanolol, das bin- 30 
durchdiffundiert ist, durch UV-Spektrbphotometrie bei 290 nm besdmmt werden kann. Nach der Messung wird die 
Probe zuriick in das Medium gegeben, urn das Volumen bei konstant 140 ml zu halten. 

Drei Bestimmungen wurden fiir jede derbeiden Proben der Teilchen (10 mg und 50 mg) durchgefiihrt. DieErgebnisse 
sind als durchschnittliche Prozentwerte (mit Standardab weichung) des freigesetzten Propanolols, bezogen auf die in das 
.. Dialyserbhrchen eingebrachte Menge, ausgedrtlckt. Eine Reihe von drei Tests wird femer mit Propanolol ohne Zugabe 35 
von Mikroteilchen (Vergleichstest) durchgefUhrt. 

Ergebnisse 

Diffusion von Propanolol durch die Dialysemembran und Wirkung der Zugabe von ^-CD-Tciichcn 40 



45 



50 



55 



Die erhaltenen Daten konnen verwendet werden, urn die in Fig* 3 dargestellten Freisetzungskurven zu zeichnen, 
Diese Reihe yon Experimenten zeigt, daB die Teilchen aus vernetztem p-CD es in der Tat ermoglichen, die Diffusion 
eines sehr loslichen Molekuls durch eine semipermeable Membran im Verhaltnis zur Menge der Teilchen zu verlangsa- 
men. So hatte nach 6 h die Vergleichsprobe 90% des Propanolols fireigesetzt, wahrend die Tests mit 10 mg und anschlie- . 
Bend 50 mg der Teilchen 68,9 bzw. 284% Propanolol freisetzten. 60 



Beispiel 12 

Demonstration einer langsameren Freisetzung des Indikators Methylenblau, der mit steigenden Gewichtsmengen von 

Teilchen aus vemetzten p-Cydodextrinen in Mikrokapseln aus vemetztein Serumaibumin eingekapselt ist 65 

Auf der Basis der obigen Ergebnisse wurde ein neues System fiir eine langsamere Freisetzung hergestelit Hier wird 
die Dialysemembran durch cine semipermeable Membran aus Mikrokapseln aus vernetztem Protein crsctzt Die Mikro- 
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teilchen aus P-CD sind foighch mit dem ausgewahlten Indikator Methylenblau eingeschlossen. 

Protokoll ■ < 

1) Herstellung der Vergleichschargen von Mikrokapseln aus vernetztem Serumalburnin 
Es wird Humanserumalburnin (HSA) verwendet. 

- Herstellung der waBrigen Phase: 10 mg Methylenblau (FLUKA) werdeii in 10 ml Acetatpufler eines pH- Werts 
von 7,4 gelost. 1 g HSA wird anschlieBend in dieser Losung aufgelost. 

- Emulgieren: Die 10 ml der waBrigen Phase werden in 50 ml Cyclohexan, das 2% Span 85 enthalt, dispergiert. 
Die Dispersion wird 5 min bei 2000/min geruhrt. 

- Vernetzen: 60 ml einer 2,5 %igen Losung von Terephthaloylchlorid in Cyclohexan werden zugesetzt. Das Ge- 
misch wird 30 min bei 2000/min verriihrt. 

Die Mikrokapseln werden anschlieBend abzentrifugiert und viermal mit Cyclohexan gewaschen. Das Cyclohexan 
wird durch Verdampfen an einem Rotationsverdampfer entfernt und die Mikrokapseln eingefroren und lyophilisiert. 

Ergebnis: Ansehnliche, perfekt runde, biaue Mikrokapseln mit einer dicken Membran und eirier GroBe von 10 bis 
60 pm. Nach lyophiiisieren werden 2 g eines aus intakten Mikrokapseln gebildeten feinen Pulvers erhal ten. Dieses Pul- 
ver laBt sich perfekt in waBrigen Medien dispergieren. 

2) Herstellung von Chargen aus Mikrokapseln aus vernetztem HSA, die steigende Menge an p-CD-Mikrokapseln enthal- 

ten 

a) Inkubieren 

. Eine wechselnde Probe (20 mg, 50 mg oder 100 mg) p-CD Mikroteilchen (hergestellt gemaB Beispiel 9), die lyophi- 
lisiert sind, wird in 10 ml einer 0,l%igen Losung von Methylenblau iri Acetatpuffer eines pH- Werts von 7,4 dispergiert. 
Das Ruhren wird 1 h bei Raumtemperatur in Abwesenheit von Licht fortgesetzt. 

b) Einkapseln in Mikrokapseln aus vemetztem HSA 

Herstellung der waBrigen Phase: 1 g HSA wird in 1 0 ml der obigen Suspension aus ^-CD-Teilchen nach einstiin- 
diger Inkubation gelost. 

Emulgieren: Die 10 ml der waBrigen Phase werden in 50 ml Cyclohexan, das 2% Span 85 enthalt, dispergiert. 
Die Dispersion wird 5 min bei 2000/min verriihrt. 

- Vemelzen: 60 ml einer 2,5%igeri Losung von Terephthaloylchlorid in Cyclohexan werden zugegeben. Das Ge- 
misch wird 30 min bei 2000/min geruhrt. 

Die Mikrokapseln werden anschlieBend abzentrifugiert und viermal mit Cyclohexan gewaschen. Das Cyclohexan 
wird durch Verdampfen an einem Rotationsverdampfer entfernt und die Mikrokapseln eingefroren und lyophilisiert. - 

Ergebnis 

Ansehnliche, blaue Mikrokapseln werden erhalten. Eine mikroskopische Beobachtung zeigt, daB sie perfekt kugelfbr- 
mig mit einer dicken Membran und einer GroBe von 10 bis 70 pm sind und daB sie die stark durch Methylenblau gefarb- 
ten P-CD-Mikroteilchen enthalten. Es hat. eine vollstandige Einkapselung dieser Mikroteilchen, ungeachtet der Probe 
(20 mg, 50 mg dder 100 mg p-CD-Mikroteilchen), stattgefunden. " 

Nach dem Lyophiiisieren werden 2 g bis 2,1 g eines feinen, aus intakten Mikrokapseln gebildeten Pulvers erhalten. 
Dieses Pulver laBt sich perfekt in waBrigen Medien dispergieren. / 

3) Herstellung von Chargen aus Mikrokapseln aus vernetztem HSA die 50 mg nicht-vemetztes P-CD enthalten 

Fur Vcrglcichszwcckc wurden drci Chargen von Mikrokapseln durch Zugcbcri von 50 mg nicht-vcrhctztcm P-CD an- 
stelle yon Teilchen aus vernetztem P-CD zu der Methylenblauldsung hergestellt. Wie oben beschrieben, wird das Ruhren 
1 h bei Raumtemperatur fortgesetzt. Das Einkapseln, Abtrennen und Irocknen wurde anschheBend wie oben beschrie- 
ben durchgefuhrt. 

Es ist darauf hinzuweisen, daB der Methylenblau/p-CD-Komplex bei derselben Wellenlange wie das freie Methylen- 
blau absorbiert. Des weiteren wurde verifiziert, daB nach einstundiger Inkubation das das Methylenblau und die 50 mg P~ 
CD enthaltende Gemisch die gleiche Extinktion besaB, wie sie ohne Zugabe von p^CD gemessen wurde. 

■ 4) Methyleribiaufreisetzungstests 

' , • / Protokoll* , 

Es wurde eine Ruhrflugelauflosungsvorrichtung (ERWEKA-Vorrichtung iin Einklang mit der Pharmacopoe) verwen- 
det. Sie war auf 37°C thermostatisiert, wobei die Geschwindigkeit der Riihrfliigel 50/min betriig. 

Die gesamtc Charge der lyophilisicrtcn Mikroteilchen wird in 500 ml Phosphatpuffcr cincs pH- Werts von 7,4 dispcr- 
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giert In.regelmafiigen Zeitintervallen werden 5-ml-Proben der Suspension entnomrnen und zentrifiigiert. Der Oberstand 
wird durch eine Membran einer Porbsitat von 0,2 urn filtriert; Die optische Dichte des Filtrats wird bei 668 nm gemesseri. 
Die Mikrokapseln, die im Zentrifugenrohr den Bodensatz bildeten, wurden in 5 ml Phosphatpuffer resuspendiert und in 
das Kreisetzungsmedium wiedereingeruhrt. Jeder Freisetzungstest (Vergleichstest, Tests mit 20 mg, 50 mg und 100 mg 
P-CD-Teilchen, Test mit 50 nig nicht-vernetztem p-CD) wurde dreifach durchgefuhrt. 

Ergebnisse 

Die Mengen an durch diese unterschiedkchen Chargen von Mikroteilchen nach unterschiedlichen Zeiten freigeselz-. 
tern Methylenblau, die in % der im Test verwendeten Menge ausgedruckt sind, sind in der folgenden TabeLle ahgegeben. 

% des aus Mikrokapseln aus vemetztem HSA freigesetzten Methylenblaus (Mittelwert (Standardabweichwig)) und Wir- 
kung der Zugabe von fjkCD-Teilchen und nicht-vernetztem P-CD 



Vergleichsprobe 



ohne Teilchen 


Zeit 




1 5 min 


7,21 (0,22) 


30 min 


9,43(0,14) 


45 min 


. 11,55(0,17) 


1 h 


12,95(0,25) 


1 h 15 min 


14,37(0,20) 


1 h 30 min 


15,15(0,11) 


2h 


16,1 1 (0,34) 


2 h 30 min 


17,79(0,12) 


3h 


18,05(0,12) 


4h 


19,31 (0,19) 


5h 


19,83 (0,09) 


6h 


20.2 (0,38) 


8h 


20.13(0.43) 



20 mg der 
Teilchen 



50 mg der 
Teilchen 



100 mg der 
Teilchen ; 



50 mg 
P-CD 



5,66(0,06) 
7,12(0,17) 
8,51(0,07) 
9,61 (0^0) 
10,55 (0,16) 
11,11(0.53) 
12,06 (0,13) 
12,71(0,06) 
12,82 (0,19) 
13,84(0,20) 
14,13(0,19) 
14,2 (0,09) 
14j21(0 f 14) 



4,36(0,13) 
5,23(0,08) 
6,14(0,21) 
6,80 (0,26) 
7,36(0,05) 
7,68(0,32) 
8,44 (0 f 20) 
8,57(0,21) 
8,79 (0,10) 
9,23(0,21) 
! 9,37 (0J&9) 
9,57(0,22) 
9,79 (0,05) 



3pZ(0,19) 
3,68 (0,24) 
4,10(0,31) 
4 t 60 (0,48) 
4,88 (0,23) 
4,98(0,13) 
5,28 (0,09) 
5,28 (0,09) 
5,70 (0,19) 
5,73 (0,37) 
5,81(0^0) 
5,81 (0,13) 
6.66(0,28) 



8,89(0,12) 
11,48(0,39) 
13,85(0,36) 
15,56 (0,41) 
16,61 (0,37) 
17,44(0,35) 
19,14(0,44) 
20,12(0,58) 
20,81 (0,51) 
21,89 (0,37) 
22,83 (0,40) 
23,10(0,44) 
23,27 (0,40) 



Die erhaltenen Daten konnen verwendet werden, urn die in Fig. 4 dargestellten Freisetzungskurven zu zeichnen. Diese 
Ergebnisse zeigen in tTbereinstimmung mit den Ergebnissen der Dialyseuntersuchung von Beispiel 11, daB nach Einkap- 
seln in einer semipermeablen Membran die Teilchen aus vemetztem P-CD in der Tat es ermdglichen, eineTangsamere 
Freiselzung einer wasserloslichen Substanz zu erreichen. In diesem Fall ist die Verlangsamung abermals proportional zur 
Menge der eingekapselten p-CD-Teilchen. '* . ' ' 

Wie erwartet, ermoglicht der Einbau von nicht-vernetztem P-CD keine Verlangsamung der Freisetzung. In der Tat dif- 
f undidrt der Komplcx aufgrund seiner Loslichkcit und seines nicdrigen Molckulargcwichts frci durch die. Membran der 
Mikrokapseln. Im Gegensatz dazu ist ersichtlich, daB in Gegenwart von nicht-vemetztem p-CD die Freisetzung von Me- 
thylenblau rascher ist als bei den Mikrokapseln der ohne Zugabe von P-CD hergestellten Vergleichschargen. Dies wird 
zweifelsfrei durch die Tatsache erklart, dafi in den Mikrokapseln der Vergleichschargen ein bestimmter Anteil des Indi- 
cators an das Protein im Inneren der Mikrokapseln gebunden ist, wodurch die Freisetzung verzogert wird. \*fenn P-CD 
der Methylenblaulosung zugesetzt wird, wird etwas Indikator komplexiert. Dadurch wird der Anteil an Indikator, der an 
das Protein in den Mikrokapseln zu binden vermag, verringert. Die Freisetzungsrate ist folglich leiderhoht. 

Daraus laBt. sich schlieBen, dafi wahrend das nicht-vernetzte p-CD die Diffusion des Thdikators nicht verlangsamen 
kann, ein Unloslichmachen des p-CDs in Form von Mikroteilchen aus vemetztem P-CD einen entscheidenden Vorteil 
bringt, indem es ein Verlangsamen der Freisetzungsrate lSslicher Substanzen proportional zur Menge der eingebauten 
Mikroteilchen erm5glicht 

• , Beispiel 13 

Teilchen aus vemetztem DHA: In-vitro-Tcsts im Hinblick auf cine Kombination mit Aminosaurcn 

1) Herstellung von Mikroteilchen aus vemetztem DHA 

♦Mikroteilchen aus vemetztem DHA werden gemaB Beschreibung in Beispiel 1 hergestellt, mit der Ausnahme, dafi 
die 1 M Natriumhydroxidldsung durch einen Carbonatpuiier eines pH-Werts von 11 ersetzt wird und dafi: 

- die Ruhrgeschwindigkeit bei 2000/min gehal ten wird (Charge 1) 

- die RUhrgeschwindigkeit auf 5000/min erhoht wird (Charge 2) oder 

die RUhrgeschwindigkeit auf 5000/min erhoht und die DHA-Konzentration auf 5% verringert wird (Charge 3). 
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2) In-vitro-Test im Hinblick auf eine Kombination mit Aminosauren 
■ Prinzip der Tests * 

Rs wurde beobachtet, daB sicb Mikrokapseln aus vernetztem DHA nach und nach in Gemischen, die etnerseits ver- 
diinnte Dinatriumcarbonatlosung (beispielsweise 1%) und ahdererseits ein Polyethylenglykol, beispielsweise PEG 200, 
enthalten, auflosen konnen. Das Verfahren umfaBt eine Alkoholyse der Esterbindungen, die in den Teilchen vorhanden 
sind, unter Freisetzung des DHA. Dieses kann dann mit Aminosauren unter Biidung einer charakteristischen braunen 
Farbung reagieren. ' 

Wir haben die Intensitat der Farbungen, die in Gegenwart von Glycin unter Verwendung von unter den oben definier- 
ten Bedingungen hergesteDten Mikroteilchen erhalten wurden, mit der Intensitat, die unter Verwendung von nicht- ver- 
netztem DHA erreicht wurde, durch Ablesen der optischen Dichte bei 420 nm nach 48 h verglichen. 

: Testprotokoll 

* HersteUung des experimentellen Rohrchens aus Mikroteilchen Tl : 

20 mg lyophilisierte Teilchen werden in 4 ml eines Gemisches aus 90% v/v PEG 200 und 10% v/v 1% Dinatriumcar- 
bonatldsung eingebracht. 

100 ul einer 0,66-M-Glyciniosung werden zugegeben, worauf das Rohrchen in ein bei 32°C thermostat! si ertes Bad 
eingebracht wird. Nach 48 h wird das Gemisch mit destilliertem Wasser auf 1/4 verdunnt und die optische Dichte gemes- 
sen. " / ; 

♦Herstellung eines Rohrchens aus Mikroteilchen ohne Glycin T2: 

Das Vorgehen entspricht dem fur das Rohrchen Tl, mil der Ausnahme, daB 100 pi destilliertes Wasser ansleile der 
Glycinlosung zugegeben wurden. ' 

*IIerstellung eines Vergleichsrohrchens aus nicht-vernetztem DHA mit Glycin T3: 

Das Vorgehen entspricht demjenigen fur das Rohrchen Tl, mit der Ausnahme, daB die Mikroteilchen durch 20 mg 
DHA ersetzt werden. 

*Herstellung des Vergleichsrohrchens aus nicht-vernetztem DHA ohne Glycin T4: 

Das Vorgehen entspricht demjenigen fur das Rohrchen T2, mit der Ausnahme, daB die Mikroteilchen durch 20 mg 
DHA ersetzt werden. 

Ergebnisse 

Diese sind in der folgenden Tabelle zusarnmengefaBt: 

In-vitro-Tests beziiglich der Kombination von Teilchen aus vernetzteni DHA mit Glycin; Faroe, Messung der optischen 

Dichte nach 48 h, Vergleich mit freiein DHA 





Mit Glycin 


Ohne Glycin 


Farbe 


Optische Dichte 
nach 48 h 


Farbe 


Optische Dichte nach 
48 h 


Nirht-vernetrte D H A- VeroleichsD roben 


30 min: blaBgelb 




30 min: blafigelb 




2 h: braun 








48 h: schwarzbaun 


1,169 


48h:gelb 


0,154 


Mikroteilchen, Charge 1 








1 h 30 min: brauner Glanz 




2 h: farblos 




48 h: orange-bra un 


0,494 


48 h: hellgelb 


0,056 


Mikroteilchen, Charge 2 








1 h: brauner Glanz 




24 h: gelber Glanz 




48 h: orange^braun 


0,616 


: 48 h: gelber Glanz 


0,025 


Mikroteilchen, Charge 3 








30 min: brauher Glanz 




24 h: gelber Glanz 




48 h: braim 


0/756 


48h:heltgelb 


0,081 



Obwohl eine hellere Farbung als bei freiem DHA erreicht wird, bedingen die Mikroteilchen ein Auftreten einer brau- 
nen Farbung nach 48 h in Ahwcscnhcit von Glycin. Dies zcigt^ daB diesc Teilchen DHA freizusctzen vermogen, das sich 
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seinerseits mit Aminosauren vereinigen kann. Die Mikrokapseln der Chargen 2 und 3, die mit einer hoheren Riihrge- 
schwindigkeit hergestellt wurden und folglich kleiner sind, liefern die dunkeisten Farbungen. Die intensivste Farbung 
wird mit den mit 5% DHA heigestellten Tfeilchen (Charge 3) erreicht 

Beispiel 14 . . . ■ 5- 

Teilchen aus vernetztem DHA: Braunungseffekt auf einer rekonstniierten Haut 

* « • * . 

- Die gemaB Beschreibung in Beispiel 13 fur die Charge Nr. 3 hergesleilten DHA-Mikrokugeln wurden lyophilisiert uhd 
mit 25 kgray 0-Strahlen sterilisiert AnschlieBend wurden' sie in einer Konzentration yon 2,5% in einem sterilen Medium 10 
suspendiert. Sterile Losungen, die DHA-Konzentratiorien zwischen 0 und 5% enthielten, wurden auch hergestellt. 

Diese beiden Zubereitungen wurden anschlieBend auf rekohstruierte Haut aus auf die Oberflache einer bzw. in eine 
durch Lyophilisiereh eines Collagengels (Coletica) hergestellte(n) extrazellulare(n) Matrix auif- bzw. eingeimpften Kera- 
tinocy ten und normalen Fibroblasten appliziert Diese rekonstruierte Haut kann zur Simulierung einer Applikatiori auf 
ein Versuchstier oder eine Versuchsperson verwendet werden. . 15 

Nach Applikation einer jeden der Testzubereitungen (10 ul/cm 2 ) auf die Oberflache dieser rekonstruierten Haut wird 
die Bewertung des Aussehens der braunen.Farbe, die fiir die Reaktion von DHA mit Aminosauren charakteristisch ist, 
yerfolgt und mit der einer jeden der Proben des Vergleichsbereichs verglichen. 

Nach 8, 24, 48 und 96 h Tnkubation bei 37°C unter einem uhlicherweise in Zellkulturen verwendefen Gasgemisch aus 
CO2/Q2 wurde diese Farbe untersucht und bewertet. ' 20 

Zuerst ist ersichtlich, da8 die Farbung mit der Inkubationszeit zunimmt und dafi sie femer mit der Menge an auf die re- 
konstruierte Haut appliziertem DHA zunimmt. Des weiteren ist nach 96-sttindiger Inkubation ersichtlich, daB die in einer 
Konzentration von 2,5% in Suspension in einem sterilen Medium verwendelen DHA-Mikrokugeln systemalisch eine 
Farbung der rekonstruierten Haut in derselben Intensitat wie bei einer 5%igen DHA-Losung ermoglichen. Bei einer 
identischen Konzentration ist die Farbungsaktivitat, die mit den DIIA-Mikrokugeln erreicht wird, folglich doppelt so in- 25 
tcnsiv wic die, die mit DHA, das in frcicr Form verwendet wird, erreicht wird. Dies laBt sich dadurch crklarcn, daB das 
DHA verfugbarer ist, wenn es in Form von Mikrokugeln verwendet wird. Die langer anhaltende Freisetzung oder der 
VerzogerungsefTekt, der mit den DHA-Mikrokugeln erreicht wird, liefert folglich eine Erklarung fur die beobachteten 
Unterschiede im DHA-Verhalten. 

Diese Verzogenmgswirkungen ermoglichen es in einem breiteren MaBe, die Verwendung von aktiven Bestandteileh, 30 
die reizen, toxisch sind, eine geringe Bioverfugbarkeit besitzen oder in Hautgewebe sehr rasch eindringen, in diesen For- 
men von Mikrokugeln oder Nanokugeln, in kosmetischen, pharmazeutischen oder Agronahrungsmittelanwendungen ins 
Auge zu fassen. ■ 

Beispiel 15 35 

Verwendung der erfmclungsgemaBen Produkte in kosmetischen oder pharmazeutischen Rezepturen vom Ol-in-Wasser- 

Emulsionstyp 

Rczcptur 15a 40 
A Entmineralisiertes Wasser ausreicheid auf 100 

Butylenglykol 2 
Glycerin 3 
Natriumdihydroxycetyiphosphat, Isopropyl- 
. hydrbxycetyJether 2 

B Glycerinstearat SE 14 
Triisononanoin 5 
Oct>dcocoat 6 

C Butylenglykol, Methylparaben, Ethylparaben, 

Propylparaben 2 
Der pH-Wert wird auf 5,5 eingestellt 

D ErfindungsgemaOe Produkte 0,01-10% 



45 



50 



55 



60 



65 



23 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



Wasser 
Butylenglykol 
Glycerin 
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Rezeptur 15b 

ausretchend auf 100 

• 2 •' 



2,8 



B Butylenglykol, Methylparaben, Ethylparaben, 

Propylparaben 2 
Phenoxyethanol, Methylparaben, Propylparaben, 
Butylparaben, Ethylparaberi 
Butylenglykol 



50 



2 

0,5 



C ErfindungsgemaBe Produkte 

A Carboxyvinylpolymer (Carbpmer) 
Propylenglykol 
Glycerin 

Entmineralisiertes Wasser 

B Octylcocoat 
Bisabolol 
v Dimethicon 

C Natriumhydroxid 



0,01-10% 

Rezeptur 15c 

0,50 

. . 3 

5 " 

ausreichend auf 100 

0,30 
0,30 

1,60 



Phenoxyethanol, Methylparaben, Propylparaben, 
Butylparaben, Ethylparaben °» 50 



Duftstoff 



0,3 



55 



Erfmdungsgemafle Produkte 



0,01-10% 



60 
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Beispiel 16 gemaB der vorliegenden Erfindung: Verwendung der erfindungsgeniafien Produkte in-einer Rezeptur vom 

Wasser-in-Ol-iyp 

A PEG 30 -/Dipolyhydroxystearat 3 

Caprinsauretrigjyceride 3 v ' 

Cetearyloctanoat .4. 

Dibutyladipat 3 ■ - 

_ Weintraubenkernol 1,5 

Jojobao! 1,5 

Phenoxyethanol, Methylparaben, Propylparaben, 

Butylparaben, Ethylparaben 0,5 

B Glycerin 3 
Butylenglykol 3 

Magnesiumsulfat 0,5 - 

EDTA 0,05 

Entmineralisiertes Wasser . ausreichend auf 100 

C Cyclornethicon 1 
Dimethicon 1 

D Duftstoff 0,3 

E ErfindungsgemaBes Produlct . 0,01-10% . 

Beispiel 17 gemaB der vorliegenden Erfindung: Verwendung der erfindungsgemafien Produkte in einer Rezeptur vom 

Shampoo- oder Duschgeltyp 

A Xanthangummi \ 0,8 

Entmineralisiertes Wasser ausreichend auf 100 

B Butylenglykol, Methylparaben, Ethylparaben, 

Propylparaben 0,5 
Phenoxyethanol, Methylparaben, Propylparaben, 

Butylparaben, Ethylparaben 0,5 

C Citronensaure 0,8 

D Natriumlaurylsulfat 40,0 

E ErfindungsgemaBes Produkt .0,01-10% 
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Beispiel 18 gemaB der vorliegenden Erfindung: Verwendung der erfindungsgemaBen Produkte in einer Rezeptur von ei- 
nem Typ, der Lippenstifte und andere wasserfreie Produkte umfaBt * ' 



iVIIl ICI til VVcl^l io 

.1 


17,0 


Isostearylisostearat 


31,5 


Propylenglykoldipelargonat 


2,6 


Propylenglykolisostearat 


1,7 


PEG-8-Bienenwachs 


3,0 


r aim- una raiiuKernoi 


3,4 


Lanolinol 


. 3,4 


Sesamol 


IJ 


Tribehenin 


X P 


Cetyllactat 


1,7 


Mineral 61 , Lanolirialkohol 


3,0 



B Rizinusol ausreichend auf 100 

Pigmente (insgesamt) 3,9 
(Titandioxid, Rouge Covanor W360A® 
(Wackherr), Bromo de Phloxine 27® (Wackherr) 
Rouge Covalac W 1510® (Wackherr), Eisenoxide) 

C Erfindungsgemafies Produkte 0,01-5 

Beispiel 19 gemaB der vorliegenden Erfindung: Verwendung der erfindungsgemaBen Produkte in einer waBrigen Gelre- 

zeptur (Augenkonturgele, schlankmachende Gele usw.) 

A Entmineralisiertes Wasser ausreichend auf 100 

Carboxyvinylpolymer (Carbomer) 0,5 

Butyl englykol 15 

Phenoxyethanol, Methylparaben, Propylparaben, 

Butylparaben, Ethylparaben 0,5 

B ErfmdungsgemaOes Produkt 0,01-10 

Beispiel 20 

Mit den erfindungsgemaBen Produkten durchgefuhrte toxikqlogische Untersuchungen 

.. _ * a) Grale Toxizitat 

Das verwendete Testprotokoll stand irn Einklang mit der OECD-Richtlinie betreffend eine Untersuchung der akuten 
bralen Toxizitat ,(Nr. 401 vom 24. Februar 1 987) in Maximal dosen von 5 g/kg Korpergewicht. Die Tests fuhrten zu kei- 
nen makroskopischen Lasionen, die einer toxischen Wirkung des Produkts zuzuschreiben waren. 
. Bei oraler Verwendung in einer Dosis unter 5 g/kg besitzen die erfindungsgemaBen Produkte (Beispiel 1) folglich eine 
Toxizitat von 0. 

b) Augenreizung . 

Die Tests crfolgtcn gemaB dem offiziclicn Vcrf ahrcn gemaB dem BcschluB vom 3 . Mai 1 990 (Journal Oflicicl dc la Rc- 
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^fiEfiS^? - ^ 199 ° ) ait (Beispie, 1, Es t^n keine W 

c) Hautreizung . 5 

R.SbSe SS 8 S^^ ^ebruar 1982 (Jounial Official de b 

zungsphLpmene auf, } " ^MUgsgemaBen Produklen (Beispiel 1) T Es L-alen keine Rei- 

Die rein applizierten erfindungsgemaBen Produkte iBeUniel n »„rhi.n„ • u. V 10 

ranz als.ausgezeichnet angesehen werden kanT * } 6rSchl t nen nicht mzend 241 s ° dre Hauttole- . 



Patentanspriiche 



20 



25 



peratur zw^hen feinen, M-oS^ 

gruppe und einem polyfunktionellen acvlierenrf^ V^! t ,! .7 , ^estens einer pnmaren Alkohol- 

insbesondere einem Di^urechTori^nte^BMu^ e,nem ra ^halogenid und 

gruppefn) des (der) pnmaren S5Kj£Sg rSosaccE ** ^ ac ^^aren Hydroxyl- 

des polyfunktionellen Acylierungsmittek vernetzt d £ d Monosacchands Oligosacchands und den Acylgruppen 

nannten Polyole au?SorbH ? Mannk xZ aS* ?,T' fT?* 6 Un l Galactose ausgewahlt sind; die oben ge- 
Aminozucker oder OsaSne ausScos^in^S' , Galacul, Erylhril und Threit ausgewahll sind;,die 

sind; die AldonsaurerarGLconSr^ i'^ttl ^ G,ucos . aminSUlfat und Galactosaminsulfat ausgewahlt 
und Galactonolaetonen ausgcwrS Galactonsaure aus S e wahlt smd und die.Lactone aus Gluconolactonen 

^fw^eTa^ 

Pioduktderteilweisen £1™^ ' Trehalose, Melibiose oder Raffinose, einem Dextrin oder 

CyclodextrinoTerga^^^ 

Tobramycin, NeomyS uKSt^^Tr' Kanamycinen, Amikacin, Dibekacin, 
Sapono.4ien nutTrL^na^^^^ ^f^' ^ Sa P° n °^" von Efeu 

steroidalem Aglycon, wie l^SSiS^T^ Panamannde oder kardiotonischen Heterosiden mit 

kapTeln ^mS^^S** 0 *" AnSprUche bei denen es si <* ™ Mikroteilchen, insbesondere MiW 

oaer ES^XS** AnSPriiChC 1 * bd *"* > sich ™ Nanoteilchen, insbesondere Nanokapseln 
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12. Cyclodextrinteilchen nach Anspruch 11, die mit einer aktiven Substanz, insbesondere einer kosmetischen Sub- 
stanz, einer pharmazeutischen Substanz, einer diatetischen Substanz, einer Agrohahrungsmittelsubstanz oder einer 
Agroindustriesubstariz beladen sind. 

13. Cyclodextrinteilchen nach Anspruch 11 oder 12, die in groBeren biokompatiblen und bioabbaubaren Teilchen, 
beispielsweise Teilchen aus vernetzten Proteinen oder covernetzten Proteinen und Poly sacchari den unter Bildung 
doppelter Teilchen, die ein fur eine langsame Freisetzung sorgendes System bilden, eingeschlossen sind. 

14. Teilchen nach Anspruch 13, wobei das oben genannte Protein aus tieiischen Proteinen, wie Collagen, Atelocol- 
lagen, Gelatine, Serurnalbumiri, Ovalbumin, Hamoglobin, Milchproteinen einschliefilich Casein und Molkenprotei- 
nen, Laclalbuinin, Globulinen und Fibrinogen und pflanzlichen Proteinen, die insbesondere aus Leguininosen und 
speziell aus den folgenden Pflanzen: Sojabohnen Lupineh, Erbsen, Kichererben, Luzerne, Pferdebohnen, Linsen, 
Gartenbohnen, Raps und Sonrienblumen oder aus Getreidesorten, wie Weizen, Mais, Gerste, Malz, Hafer und Rog- 
gen, extrahiert sind, ausgewahlt ist und das oben genannte Poly saccharid aus Glykosarninoglykanen, in vorteilhafter 
Weise einschliefilich Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat und Keratansulfat, 
sowie Heparin .und Derivaten hiervon, insbesondere niedrigmplekularem Heparin mit einem Molekiilargewicht 
zwischen etwa 2000 und 10.000 und kosmetisch oder pharmazeutisch akzeptablen Heparinsalzen, wie den Natrium- 
und Kaliumsalzen, natiirlichen Gurnmis, Carrageenen, Glucomannanen, Galactomannanen, Amy lose oder Amylo- 
pektin oder Gemischen hiervon und hydroxy alkylierten Polysaccharidderivaten, wie Hydroxyethylstarke oder Hy- 
droxyethylcelluiose, ausgewahlt ist 

15. Teilchen nach einem der vorhergehenden Anspriiehe, wobei das oben genannte Monosaccharid Dihydroxy ace- 
ton ist. 

16. Verwendung der Teilchen gemafi Definition in einem der Anspruche 1 bis 15 als kosmetisches Mittel oder zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder einer Nahnmgsmittelzusarnmensetzung, wobei die 
Teilchen den oplionalen Einbau yon wasserloslichen oder lipidloslichen Subsianzen in Fonn einer Losung, Suspen- 
sion oder Emulsion eriauben. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei die Zusammensetzung 0,1 bis 20 Gew.-% der Teilchen, bezogen auf das 
Endgcwicht der Zusammensetzung und vorzugsweisc zwischen 0,1 und 5 Gcw.-%, bezogen auf das Endgcwicht der 
Zusammensetzung umfafit 

18. Verfahren zur Herstellung von Teilchen kleiner Abmessungen, die mindestens auf der Oberflache eine Wand 
umfassen, die aus einem oder mehreren verrietzten Monosacchariden oder Oligosacchariden gebildet ist, wobei das 
Verfahren die folgenden Stufen umfafit: < 

a) Herstellen einer waBrigen Phase bei einem pH-Wert zwischen 10,5 und etwa 14, worin mindestens ein Mo- 
nosaccharid oder mindestens ein Oligosaccharid gelost ist; 

b) Herstellen einer hydrophohen Phase, die im wesentlichen mitfWasser nicht mischbar ist und die gegebenen- 
faUs ein grerizflachenaktives Mittel enthait; 

c) Dispergieren der wafirigen Phase in der hydrophoben Phase durch Riihren zur Herstellung einer Emulsion 
vom Wasser-in-Ol-Typ; 

d) Zugeben einer Losung eines polyfunklionellen AcylierungsiniUels zu der Emulsion, wobei das Riihren eine 
ausreichende Zeitdauer aufrechterhalten wird, um das Monosaccharid oder Oligosaccharid an der Grenzflache 
der dispergierten Tropfchen der Emulsion zu vernetzen und um dadurch Teilchen herzustellen; und 

c) gcgcbcncnfalls Abtrcnncn der Teilchen aus dem Rcaktionsmcdium. 

19. Verfahren zur Herstellung von Teilchen kleiner Abmessungen, die mindestens auf der Oberflache eine Wand 
umfassen, die aus einem oder mehreren vernetzten Monosacchariden oder Oligosacchariden gebildet ist, wobei das 
Verfahren die folgenden Stufen umfaBt: 

a) Herstellen einer waBrigen Phase bei einem pH-Wert zwischen 10,5 und etwa 14, worin mindestens ein Mo- 
nosaccharid oder mindestens ein Oligosaccharid gelost ist; . 

b) Herstellen einer hydrophoben Phase, die im wesentlichen mit Wasser nicht mischbar ist und die ein poly- 
run ktionelles acylierendes Vemetzungsrnittel enthait; 

c) Dispergieren der hydrophoben Phase in der waBrigen Phase durch Ruhren unter Bildung einer Emulsion 
vorn Ol-in-Wasser-lVp, wobei das Ruhren wShrend einer ausreichenden Zeitdauer aufrechterhalten wird, um 
das Monosaccharid oder Oligosaccharid an der Grenzflache der dispergierten lYopfchen der Emulsion zu ver- 
netzen und um dadurch Teilchen, insbesondere Kapseln, herzustellen; und 

d) gegebenenfalls Abtrenrien der Teilchen aus dem Reaktionsmedium. 

20. Verfahren zur Herstellung von Teilchen aus vernetzten Cyclodextrinen kleiner Abmessungen,. die in groBeren 
Teilchen eingeschlossen sind, wobei das Verfahren die folgenden Stufen umfaBt: 

a) Zuerst werden Teilchen aus vernetzten Cyclodextrinen gemaB der vorliegenden Erfiridung in einem Emul- 
sionssy stem vom Wasser-in-Ol-TVp hergestellt und gewonnen; 

b) diese Teilchen werden anschlieBend in eine waBrige Losung eines aktiven "vVirkstoffs bei einem pH-Wert 
zwischen etwa 4,5 und etwa 8 wahrend einer ausreichenden Zeit eingebracht oder darin inkubiert, um einen 
EinschluB des aktiven Wirkstoffs in den Teilchen zu gewahrleisten; 

c) anschlieBend wird ein Protein oder ein Protein/Polysaccarid-Gemisch in der Suspension der Teilchen ge- 
lost; ■ ■, 

d) danach wird das Gemisch durch Ruhren in einer hydrophoben Phase dispergiert, um eine Emulsion vom 
Wasser-in-Ol-TVp herzustellen; 

e) danach wird eine Losung eines pblyfunktionellen Acylierungsmittels zu der Emulsion zugegeben, wobei 
das Ruhren wahrend einer ausreichenden Zeitdauer beibehalten wird, so daB sich grofiere Teilchen um die Teil- 
chen aus den vernetzten Cyclodextrinen gemaB der vorliegenden Erfindung durch Acylieruhg der acylierbaren 
funktionellen Gruppen des Proteins ocler protein/Polysaccharid-Gemisches bilden: und 

f) danach werden gcgcbcncnfalls die crhaltcncn groBeren Teilchen, die die intaktcn Teilchen aus vernetzen 
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Cyclodextrinen gemaB der vorliegenden Erfindung und den aktiven Wirkstoff enthalten, der teilweise durch 
• die Cyclodextrine der Teilchen der vernetzten Cyclodextrine komplexiert ist, abgetrennt 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche i8 bis 20, wpbei die waBrige Losung aus einem Puffer, beispielsweise ei- 
nem Carbonat- oder Phosphatpuffer, der auf einen pH-Wert oberhalb von .10,5, beispielsweise einen pH-Wert von 
etwa 1 1 , eingestell t ist oder einer TAsung eines alkalischen Mittels, wie Natrium hydrox id, beispielsweise einer 1 M 5 
Nauiumhydroxidlosung, besteht; 

22. Verfahren naeh einem der Anspriiche 18 bis 21, wobei die Korizentration des oben genannten Monosaccharids 
oder Oligosaccharids in der wSBrigen Phase zwischen 3 und 80, vorzugsweise zwischen 10 und 30 Gew.-%, liegt. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 22, wobei das oben genannle polyfunklionelle acylierende Vernel- 
zungsmittel aus mindestens einem Sauredihalogenid, das vorzugsweise aus Phthaloyl-, Terephthaloyl-, Sebacoyl-, 10 
Glutaryl-, Adippyl- und Succinyldihalogeniden ausgewahlt ist, oder einem Saureanhydrid besteht. 

24. Verfahren zur kosmetischeri Behandlung durch Application einer kosmetisch wirksamen Menge von Teilchen 
gemafi Definition in einem der Anspruche 1 bis 15, die mindestens auf der Oberflache eine Wand umfassen, die aus 
einem oder mehrefen Monosacchariden oder Oiigosaccharideh gebildet ist, die speziell durch Grenzflachenvernet- 
zung in Emulsion, vorzugsweise bei Raumtemperatur, zwischen (einem) Monosaccharid(en) oder Oligosaccha- 15 
rid(en) mit mindestens einer primaren Alkoholgruppe und einem polyfunktionellen acylierenden \fernetzungsmit- 

tel, vorzugsweise einem Disaurehalogenid oder insbesondere einem Disaurechlorid unter Bildung von Esterbindun- 
gen zwischen der (den) acylierbaren Hydroxy Igruppe(n) des (der) primaren Aikohols (Alkohole) des Monosaccha- 
rids oder Oligosaccharids und den Acylgruppen des polyfunktionellen Acylierungsmittels vemetzt. sind, auf eine 
geeignete Stelle eines Saugetiers, vorzugsweise eines Menschen. 20 

25. Verwendung der Teilchen nach einem der Anspriiche 1 bis 15 zur Herstellung einer phanriazeutischen Zusam- 
mensetzung, die ein fur eine langsame Freisetzung sorgendes System .darstellt und die auf einem beliebigen Verab- 
reichungsweg, beispielsweise dem onden, parenteralen, reklalen, vaginalen,.pulinonalen, kutanen, ophthalmischen 
oder nasalen Weg verabreicht werden kann. . , 

26. Verwendung der Teilchen nach Anspruch 8 zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, wobei 25 
die Teilchen mindestens aiif der Oberflache cine Wand umfassen, die aus einem oder mchrcrcn vernetzten Hctcro- 
siden gebildet ist, wobei sich die Teilchen als teilchenformige Prodrugs oder Vorlaufer des (der) aktiven Heterosids 
(Heteroside) verhalten und den aktiven Wirkstoff in vivo unter der Einwirkurig von Enzymen, beispielsweise Este- 
rasen, freizusetzen vermogen, wobei die Teilchen auf einem beliebigen Verabreichungsweg verabreicht werden 
konnen und einen Schutz des aktiven Wrkstoffs, eine langsame Freisetzung, eine Verbesserung der Bioverfugbar- 30 
keit, eine Verbesserung der Haut- oder Schleimhauttoleranz, eine zielgerichtete Ansteuerung eines Organs, Gewe- 

bes oder GefaBbereichs oder im Falle von Nanopartikeln eine Passage des aktiven Wirkstoff s in die Targetzellen fur 
eine Antibiotikurn-, Antivirus- oder Antikrebstherapie oder fiir einen TVansfer von genetischem Material in Zellen 
gewahrleisten; 
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